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RESUMEN (máximo 50 líneas) 
 
 
 
La motivación de nuestro trabajo se ha centrado en la problemática creada en el uso de las arcillas, las cuales 
se utilizan como adsorbentes de micotoxinas en la alimentación destinada a los animales, creando problemas 
de digestión en los mismos. 
 
Por ello, nuestro proyecto tiene como objetivo principal dar una alternativa al uso de las arcillas como 
adsorbentes de micotoxinas. El adsorbente utilizado en nuestro trabajo es el alginato de calcio. Un 
biopolímero natural que no presenta ningún tipo de problemática medioambiental. 
 
Las micotoxinas pueden causar tanto en el hombre como en los animales, intoxicaciones agudas o crónicas 
con efectos teratogénicos, carcinogénicos y mutagénicos. Esto puede ser causado por la ingesta directamente 
de alimentos contaminados por micotoxinas o bien por comer productos derivados de animales infectados por 
micotoxinas como puede ser la leche o la carne. Las micotoxinas sobre las que se ha realizado este estudio 
son: Zearalenona, Deoxinivalenol y Fumonisina. 
 
Para llevar a cabo el análisis de las micotoxinas se utiliza la técnica de HPLC con detector UV y el método 
Kit ELISA. Para realizar cada una de ellas se ha buscado una metodología idónea para detectar las 
concentraciones existentes en las diferentes muestras analizadas. 
 
Las muestras elegidas y analizadas se basan en productos comerciales, entre ellos, harinas y alimento animal 
a los cuales se les ha aplicado el método de adsorción con alginato de calcio. 
 
El análisis con HPLC requiere la eliminación de las sustancias que interfieren, para ello es necesario pasar las 
muestras por columnas de inmunofinidad y así retener en ellas mediante anticuerpos la micotoxina a analizar, 
para poder realizar la lectura en el HPLC y en el Kit ELISA. 
 
Con los resultados obtenidos se ha realizado un modelo matemático con las isotermas de Langmuir y 
Freundlich. Con estos cálculos podemos verificar si la adsorción se ajusta con alguno de los dos modelos. 
 
El coste del proyecto es de 27810.78 € 
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1 INTRODUCCIÓN 
 
La adsorción es una técnica utilizada para la eliminación de sustancias toxicas, 
entre ellas las micotoxinas. Actualmente uno de los adsorbentes más utilizados para la 
eliminación de micotoxinas en los alimentos son las arcillas, las cuales originan 
problemas de tipo digestivos a los animales al no ser digeribles.  
 
Las micotoxinas están definidas como los metabolitos secundarios tóxicos 
producidos por hongos filamentosos, también se acepta como definición la de 
“metabolitos fúngicos cuya ingestión, inhalación o absorción cutánea reduce la 
actividad, hace enfermar o causa la muerte de animales (sin excluir las aves) y 
personas”. 
 
Un 25% de las cosechas anuales están contaminadas por micotoxinas, puede llegar 
a ser del 80 % o incluso del 100% en terrenos que estén sometidos a estrés hídrico, 
ataque de insectos o fueron cosechados o almacenados en condiciones inapropiadas. 
 
Las principales clases productoras de micotoxinas son: Aspergillus, Penicillium y 
Fusarium, estos tipos de hongos pueden crear diferentes tipos de micotoxinas como se 
muestra en la figura 1.1. 
 
 
 
Figura 1.1: Micotoxinas de mayor importancia mundial y los correspondientes hongos 
toxicogénicos productores 
 
Las micotoxinas pueden causar tanto en el hombre como en los animales, 
intoxicaciones agudas o crónicas con efectos teratogénicos, carcinogénicos y 
mutagénicos, que no influyen en la exposición de pesticidas o residuos de metales 
pesados, esto puede ser causado por la ingesta directamente de alimentos contaminados 
por micotoxinas o bien por comer productos derivados de animales infectados por 
micotoxinas como puede ser leche o la carne. 
 
Una de las consecuencias por las que se produce un crecimiento de micotoxinas son 
las condiciones climáticas, que pueden favorecer al desarrollo de hongos y por 
consiguiente la producción de micotoxinas. Con estas condiciones se pueden formar 
micotoxinas en cualquier momento y lugar de la cadena de producción de alimentos 
(transporte, cosecha o manejo de alimentos) 
 
Es inevitable que la presencia de estos microorganismos perdure en el tiempo, ya 
que sus propágulos pueden ser transportados por viento, agua, aire o incluso insectos. 
Eso sí, para que se dé una infección y por consiguiente un aumento de micotoxinas: las 
condiciones ambientales han de ser extremas (granizadas, estrés térmico),  por temas 
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genéticos que puedan causar debilidad a la hora de luchar contra un ataque fúngico o 
manejo inapropiado de la siembra o la cosecha (figura 1.2). 
 
 
 
Figura 1.2: Planta de maíz con daño por granizo (A) y tallo de sorgo (B) dañados por Diatraea 
saccharalis (barrenador del maíz) 
 
Esta problemática a parte de iniciarse en el cultivo también puede originarse si las 
condiciones son inadecuadas durante la cosecha, el transporte, el almacenamiento o el 
procesado o bien cuando, el modo de conservación y alimentación en el lugar de 
consumo son defectuosas Los animales más propensos a intoxicaciones por micotoxinas 
son los cerdos y las aves de corral, ya que dichas toxinas son adsorbidas con mucha 
rapidez por su aparato intestinal y depositadas en el hígado (figura 1.3). 
 
 
 
 
Figura 1.3: Generación de micotoxinas en poscosecha: planta de silo (A); lugar de almacenamiento y 
elaboración de raciones (B); zona de alimentación (C) 
 
Si el problema de las micotoxinas entra dentro de un proceso productivo es muy 
difícil corregirlo ya que a parte de los costos de producción se suman los costos para 
acabar con las micotoxinas. 
 
Normalmente, se toman medidas cuando se produce una intoxicación por consumo 
de alimentos contaminado. Por ello hay que actuar de forma preventiva antes de que 
ocurra esto, aplicar controles estrictos durante toda la cadena de producción, ya sea en el 
transporte, almacenamiento, incorporar técnicas adecuadas para un buen manejo de 
sustratos, instalaciones dictadas por normas de seguridad e higiene, así se podrá evitar o 
reducir la aparición de micotoxinas. 
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2 OBJETIVO 
 
Actualmente existen diferentes métodos físicos, químicos y biológicos para la 
reducción de las micotoxinas en los alimentos destinados a los animales siendo los más 
utilizados los métodos físicos especialmente la adsorción con arcillas, las cuales al no 
ser digeribles presentan inconvenientes durante la digestión. 
 
El objetivo de este proyecto es poder dar una alternativa al uso de las arcillas como 
adsorbentes de micotoxinas. El adsorbente propuesto en nuestro trabajo es el alginato de 
calcio fabricado a partir del alginato de sodio. El alginato de calcio presenta ventajas 
frente las arcillas pues al ser un biopolímero es compatible con el organismo y no crea 
problemas durante la digestión. 
 
Las micotoxinas elegidas para  el estudio de adsorción han sido la zearalenona, el 
deoxinivalenol y la fumonisina. 
 
Por otra parte para poder realizar el trabajo experimental previamente se tuvo que 
poner a punto las técnicas de análisis a utilizar a partir de los equipos disponibles en el 
laboratorio de nuestro departamento. Para el análisis del deoxinivalenol fue posible la 
técnica de análisis HPLC la cual dispone de detector UV requerido para el análisis del 
deoxinivalenol. Para el análisis de la zearalenona y de la fumonisina se requiere un 
detector de fluorescencia del cual no disponemos en la actualidad por lo que para su 
análisis fue utilizado un ensayo de inmunoadsorción ligado a enzimas, método Kit 
ELISA. 
 
Para poder llevar a cabo la descripción de nuestro estudio primero mostraremos una 
descripción de las micotoxinas objeto de nuestro estudio, posteriormente pasaremos a la 
explicación de las principales características del adsorbente utilizado así como el 
método utilizado para la de fabricación de las perlas. Una vez realizada la presentación 
de las micotoxinas y el adsorbente utilizados se indicaran las posibles interacciones 
postuladas entre los diferentes compuestos con la finalidad de dar explicación a los 
buenos resultados obtenidos durante el proceso de adsorción, pasando finalmente a la 
presentación de los resultados experimentales y las conclusiones obtenidas a partir de 
ellos. 
 
Se ha comprobado la acción de unas pocas micotoxinas en brotes de intoxicación 
humana y animal, con esta metodología se podrá detectar si existe o no micotoxinas que 
puedan causar trastornos alimenticios y que a la vez produzcan enfermedades que 
incluso puedan causar la muerte. 
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3 MICOTOXINAS 
 
3.1 INTRODUCCIÓN A LAS MICOTOXINAS 
 
En la actualidad se conocen más de 300 micotoxinas diferentes, siendo las más 
destacadas las aflatoxinas, el deoxinivalenol, las fumonisinas, la ocratoxinas, la toxina 
T-2 y la zearalenona. 
 
Las aflatoxinas pueden ser producidas por tres especies de Aspergillus (A. flavus, 
A. parasiticus, A. nomius). A. flavius produce solamente aflatoxinas B, mientras las 
otras dos especies producen ambos tipos de aflatoxinas, B y G. Los principales 
ingredientes contaminados por aflatoxinas son el maíz, trigo, harina de semilla de 
algodón y harina de cacahuete entre otros. El deoxinivalenol (DON, vomitoxina) es una 
micotoxina que pertenece a los tricotecenos tipo B, esta micotoxina predomina en 
granos como trigo, maíz, sorgo, arroz, cebada y avena. El agente patógeno que produce 
esta micotoxina es Fusarium graminearum (Gibberella zeae) y F. culmorum. Las 
fumonisinas son producidas principalmente por el hongo Fusarium verticillioides 
contaminando maíz, sorgo, arroz y garbanzo. Existen varios tipos de fumonisinas dentro 
de las de mayor importancia son: fumonisina B1, fumonisina B2, B3 y B4. Las 
ocratoxinas son producidas por varias especies del hongo Penicillium, la más importante 
es P. verrucosum, pero también es producida por el hongo Aspergillus ochraceus 
afectando principalmente maíz, trigo, cebada, centeno y café. La toxina T-2 es una 
micotoxina perteneciente a los tricotecenos tipo B producida por el hongo Fusarium 
sporotrichioides, F. poae, F. equiseti i F. acuminatum, afectando los siguientes granos: 
trigo, maíz, sorgo, arroz, cebada y avena. La zearalenona es producida por muchas 
especies de Fusarium spp. Es encontrada en muchos cereales como maíz, cebada, trigo, 
arroz, sorgo y avena. 
 
A continuación se realiza una descripción de las tres micotoxinas con las que se 
ha realizado nuestro estudio. 
 
3.2 ZEARALENONA (ZEA) 
 
3.2.1 Características del compuesto 
 
La zearalenona (ZEA) es una lactona derivada del ácido β-resorcílico (Figura 3.1). 
En los mamíferos, el grupo ceto es reducido a dos esteroisómeros: α y β. Estos 
productos se pueden detectar también en determinadas especies del género Fusarium 
pero en menor concentración que la zearalenona. De las especies que pueden 
sintetizarlo se destacan: F. graminearum, F. culmorum, F. cerealis y F. semitectum. 
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Figura 3.1: Estructuras químicas de zearalenona (ZEA) y sus derivados (α-zearalenol: α-ZOL, β-
zearalenol: β-ZOL, α-zearalanol: α-ZAL, β-zearalanol: β-ZAL y zearalanona: ZAN). 
 
3.2.2 Toxicología 
 
3.2.2.1 Toxicidad aguda 
 
La ZEA tiene una relativa baja toxicidad (> 4.000 a 20.000 mg/kg pc). El nivel 
sin efecto observable (NOEL) es de 40 μg/kg pc/día y de 100 μg/kg pc/día (cerdos y 
ratas). 
 
3.2.2.2 Toxicidad crónica 
 
La ZEA y algunos de sus derivados tienen capacidad para unirse a receptores 
estrogénicos. [1] 
 
Las investigaciones sobre los efectos crónicos se reflejan en la Tabla 3.1, siendo 
el efecto estrogénico una consecuencia importante hacia los mamíferos incluso a niveles 
más bajos que 1.5-3 mg/kg. Esta micotoxina causa alteración en el tracto reproductivo 
de animales de laboratorio, afecta al útero disminuyendo la hormona luteinizante y la 
secreción de progesterona. Diversos estudios han demostrado una disminución de la 
fertilidad, una reducción del tamaño de la camada y una disminución del tamaño de la 
glándula adrenal, entre otras.  
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Tabla 3.1: Efectos inducidos por la zearalenona (ZEA). [16] 
 
Animal Condiciones Efectos   
Cerdas Contaminación natural Vulvovaginitis, disminución 
   del estro, de la hormona lu- 
   teinizante y de la secreción 
   de progesterona. 
      
Cerdas, Piensos contaminados Reducción de la camada, 
lechón con Fusarium de los partos. Dilatación de 
   ovario y útero. Vulvas dila- 
   tadas y enrojecidas. 
      
Lechón Lechones lactantes de Edema y enrojecimiento de 
  cerdas alimentadas con  la vulva. Necrosis del rabo. 
  piensos contaminados Lesiones congénitas de los 
   genitales.   
      
Cerdos Contaminación natural Disminución de la testoste- 
   rona sérica, del peso tes- 
   ticular, de la espermatogé- 
   nesis y de la libido. 
      
Vacas ZEA pura Infertilidad. Reducción de la 
   producción láctea. Hiperes- 
   trogenismo.   
      
Ovejas pastos de Nueva Zelanda Infertilidad   
      
Visón ZEA pura Hiperplasia endometrial se- 
   vera de útero. Atrofia uteri- 
   na. Endometritis. Degenera- 
   ción y atrofia de folículos 
   ováricos.   
      
Conejos ZEA pura Pérdida de peso, cambios 
   histopatológicos en higado, 
   riñón y útero. 
      
Ratas ZEA pura Disminución de los niveles  
   séricos de testosterona. 
      
Ratones ZEA pura Esterilidad.   
      
Ratones  ZEA pura Genotoxicidad. Inducción de 
   adenomas hepatocelulares. 
 
3.2.2.3 Efectos en humanos 
 
La ZEA ha sido investigada en el tejido endometrial de 49 mujeres. 27 de ellas 
presentaban adenocarcinoma endometrial. Otras 11 tenían hiperplasia endometrial. Y el 
resto presentaban características endometriales normales.  
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Al sureste de Hungría se han detectado concentraciones desde 18.9 hasta     
103.5 μg/ml en suero. Además, también se ha encontrado ZEA en las muestras de los 
alimentos consumidos en esa zona. Se ha demostrado que la ZEA puede estimular el 
crecimiento de carcinomas mamarios en humanos. 
 
3.2.3 Incidencia en alimentos 
 
La ZEA se aísla mayoritariamente en cereales (Tabla 3.2) simultáneamente con 
otras micotoxinas (incluyendo tricotecenos). Su presencia, en grandes cantidades, es 
debida a prácticas incorrectas de almacenamiento más que a su desarrollo en el campo. 
[2] 
 
Tabla 3.2: Presencia de ZEA en diversos alimentos y piensos. [16] 
 
País Muestra Rango (mg/kg) 
Alemania Trigo 0,001-8,04 
Alemania Cebada 0,002-0,311 
Polonia Trigo 0,01-2 
Bulgaria Trigo Hasta 0,12 
Finlandia Piensos 0,022-0,095 
Holanda Trigo 0,020-0,231 
Sudáfrica Cereales/piensos 0,05-8,0 
India Cereales 0,843 
Filipinas Maíz 0,059-0,0505 
Tailandia Maíz 0,923 
Japón Trigo 0,002-0,025 
Japón Cebada 0,010-0,658 
Japón Trigo 0,053-0,51 
Japón Cebada 11/15 
Corea Cebada y derivados 0,0034-0,12 
Corea Maíz 0,0034-0,0058 
Corea Derivados de maíz 0,0036-0,084 
Nueva Zelanda Maíz 2,7-10,5 
Canadá Trigo y cebada Hasta 0,3 
Brasil Trigo 0,04-0,21 
Marruecos Maíz 0,0135-0,0165 
Qatar Arroz 0,00018-0,0014 
Qatar Trigo 0,00021-0,0021 
Qatar Cereales de desayuno 0,0038-0,00681 
China Trigo 0,005-1,4 
Inglaterra Piensos de maíz 0,02-1,8 
Egipto Cereales 0,005-0,045 
Argentina Piensos para aves 0,03-0,28 
Argentina Maíz 0,005-2 
Canadá Maíz 0,005-0,647 
Canadá Cebada 0,004-0,021 
Suiza Trigo 0,01-0,121 
EE.UU Maíz contaminado 0,1-21,4 
Indonesia Piensos para aves y maíz 0,0055-0,619 
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3.2.3.1 Europa 
 
En Alemania los análisis realizados en el trigo confirmaron la contaminación de 
estas muestras por ZEA siendo 8.04 mg/kg el nivel de contaminación más alto. 
 
En Polonia se demostró la presencia de ZEA en el mismo tipo de muestras en 
niveles comprendidos entre los 0.01 y 2 mg/kg, además de la presencia simultánea de 
otras micotoxinas como el deoxinivalenol (DON), 3-acetil-deoxinivalenol (3-AcDON), 
15-acetil-deoxinivalenol (15-AcDON), nivalenol (NIV) y 4,7-dideoxinivalenol.  
 
En Finlandia, los niveles de ZEA junto con DON y 3-AcDON, se encontraron en 
un rango entre 0.022 y 0.095 mg/kg.  
 
En Holanda el rango se situó entre 0.020-0.231 mg/kg. 
 
3.2.3.2 África 
 
En Marruecos, varias muestras comercializadas para el consumo humano 
presentaban niveles de ZEA entre 0.0135 y 0.0165 mg/kg. En muchas de ellas se 
detectaba simultáneamente con la fumonisina B1 y la ocratoxina A. 
 
En Sudáfrica, diversas muestras de cereales y de piensos para animales tenían 
cantidades apreciables de ZEA (0.05-8.0 mg/kg). 
 
En Egipto, los valores de esta micotoxina se situaban entre 0.005-0.045 mg/kg 
para maíz, trigo y arroz. 
 
3.2.3.3 Asia 
 
En Japón se detectaron los valores más altos de ZEA (11-15 mg/kg) en la cebada, 
mientras que los valores más bajos (0.010-0.658 mg/kg) se detectaron en el mismo tipo 
de muestra. En el mismo país el trigo contenía niveles de ZEA situados entre 0.053 y 
0.51 mg/kg.  
 
En Filipinas y en Tailandia se ha detectado la presencia simultánea en el maíz con 
nivalenol, fumonisinas y aflatoxinas.  
 
En Qatar, se han detectado bajos niveles (0.00018-0.0068 mg/kg), pero es también 
habitual su presencia simultánea con otras micotoxinas (ocratoxina A, aflatoxinas y 
DON).  
 
En Corea, se cuantificó la presencia de ZEA en la cebada y en el maíz en un rango 
situado entre 0.0034 y 0.171. 
 
En Indonesia, el maíz y los piensos para pollos tenían valores entre 0.0055 a 0.619 
mg/kg. 
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3.2.3.4 América 
 
En Canadá, se detectó en el maíz y en la cebada la presencia de ZEA con rangos de     
0.005-0.647 y de 0.004-0.021 mg/kg, respectivamente.  
 
En EE UU se apreció en muestras de maíz contaminados niveles de ZEA entre 0.1 y 
21.4 mg/kg. En el mismo país, se cuantificó el valor más alto (2900 mg/kg) en una 
muestra de maíz.  
 
En Brasil, detectaron en el trigo niveles situados entre 0.04 y 0.21 mg/kg. 
 
En Argentina los valores se encontraban entre 0.005 y 2 mg/kg, y entre 0.03 y 0.28 
mg/kg en el maíz y en los piensos para animales, respectivamente. 
 
3.2.3.5 Oceanía 
 
En Nueva Zelanda, la presencia de ZEA (2.7-10.5 mg/kg) se detectó en maíz junto 
con DON y nivalenol. 
 
3.2.4 Ingesta diaria 
 
La rápida biotransformación y excreción que sufre la ZEA en los animales 
sugiere que la ingesta diaria de carnes y derivados es prácticamente insignificante.  
 
No se ha encontrado ZEA en huevos de producción comercial. Por lo tanto, la 
mayor fuente de ingesta proviene de los cereales y derivados. La estimación sugiere que 
la ingesta diaria media de ZEA es de 0.02 µ/kg pc/día para Canadá, Dinamarca y 
Noruega, mientras que para EE UU sería de 0.03 µg/kg pc/día.  
 
El Comité Mixto FAO/OMS ha establecido la ingesta provisional diaria máxima 
tolerable para ZEA en 0.5 µg/kg pc, basado en el NOEL de 40 µg/kg pc/día obtenido a 
partir de un estudio en cerdos. El mismo Comité recomendó que la ingesta total de ZEA 
y sus metabolitos (incluyendo α-zearalanol) no debería exceder este valor. 
 
 
3.2.5 Descontaminacióo/Detoxificación 
 
3.2.5.1 Métodos físicos 
 
En la Tabla 3.3 se reflejan los adsorbentes más estudiados. Algunos de ellos se han 
visto inefectivos excepto para la montmorillonita con una capacidad de unión de 108 
mg/g. La colestiramina también se ha estudiado observándose su unión a la ZEA, sin 
embargo, se desecha comercialmente por el encarecimiento del producto final. [3] 
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Tabla 3.3: Adsorción in Vitro de la ZEA por diversos adsorbentes. [16] 
 
Adsorbente   Capacidad de adsorción (mg/g) 
     
Montmorillonita 0,19 
Bentonita  0,11 
Sepiolita  0,07 
Tritisilicato de magnesio 0,02 
Colestiramina >0,3 
Crospovidona 0,3 
Polivinilpirolidona  0,5-2,1 
      
 
3.2.5.2 Métodos biológicos 
 
El uso de mananooligosacáridos ha reflejado una alta capacidad de unión, hasta un 
80% sobre la ZEA. Existen evidencias de degradación microbiológica en el rumen. Se 
estima que la reducción de la ZEA a α-zearalenol tiene lugar de manera muy activa en 
la mucosa intestinal.  
 
In vitro se ha visto la capacidad de determinadas bacterias de eliminar tanto la ZEA 
como el α-zearalenol del medio de cultivo mediante el empleo de cepas Lactobacillus 
(L. rhamnosus GG y L. rhamnosus LC705). 
 
3.3 DEOXINIVALENOL (DON) 
 
3.3.1 Introducción 
 
En la década del 50 el akababi o envenenamiento fúngico rojo (Red 
moldpoisoning) se registró en algunas áreas rurales de Japón y en el sur de Corea, 
permitiendo el inicio de la investigación sobre la causa de la enfermedad. La micotoxina 
responsable, deoxinivalenol (DON), se aisló por primera vez por Morooka en 1973 
denominándola toxina roja (red toxin). Yoshizawa, en 1973, dilucidó la estructura 
química y lo redenominó 4-deoxinivalenol. En el mismo año, se aisló el mismo 
compuesto como una sustancia emética presente en el maíz contaminado con F. 
graminearum. Esta sustancia había causado rechazo del alimento y vómitos en cerdos, 
por lo que la denominó «vomitoxina », término hoy en desuso. 
 
Entre los años 1980 y 1982, en el noreste de EE UU y en el este de Canadá se 
detectó trigo altamente contaminado con DON, este hallazgo llamó la atención de los 
investigadores hacia las micotoxinas de las especies del género Fusarium. En la misma 
década se detectó un brote importante en el Valle de Cachemira (India) por el consumo 
de trigo contaminado con esta micotoxina, y realizando un estudio retrospectivo se 
observó que al menos 7.818 personas habían consumido este cereal contaminado, sin 
documentación de fallecimientos. 
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3.3.2 Características del compuesto 
 
Los tricotecenos son una familia de sesquiterpenoides. La mayoría posee un núcleo 
tetraciclo con doble ligadura en el C-9,10 y un anillo epoxi en C-12,13. 
 
Los tricotecenos se dividen en cuatro grupos según los grupos sustituyentes 
funcionales. El DON, que pertenece al segundo grupo tiene una función carbonilo en la 
posición C-8. También posee tres grupos OH
-
 y un grupo ceto insaturado en posición α, 
β. El nombre químico que tiene es 12,13-epoxi-3α,7β,15-trihidroxitricotec-9-ene-8-ona. 
Tiene como fórmula molecular C15H20O6 y un peso molecular de 296.3 g·mol
-1
. El 
punto de fusión del DON es de 151-153ºC y cristaliza como agujas sin color. Su 
rotación específica está determinada como [α]20D = +6,35. El espectro UV no es muy 
característico, aunque la molécula posee una absorción a longitud UV de 254 nm (onda 
corta) debido a la función ceto insaturada en posición α, β. (Ver figura 3.2). 
 
 
Figura 3.2: estructura básica de los 12, 13 epoxitricotecenos 
 
El DON es bastante soluble en agua y muy soluble en disolventes polares 
acuosos (metanol, acetonitrilo, acetato de etilo). El DON cristalizado (en polvo) y en 
solución es estable tanto a la luz como al aire. Es una micotoxina estable a 121°C, por 
15 min a 1 atm y moderadamente estable a 180ºC. Para lograr su inactivación hay que 
llevar la micotoxina a 370ºC por 10 min o a 205ºC por 30 min. Se mantiene estable bajo 
condiciones medianamente ácidas y la inactivación química del DON se logra con una 
solución de hipoclorito de sodio al 3-5%. 
 
El DON es una micotoxina que pertenece al grupo de las micotoxinas 
sesquiterpenoides con actividad citotóxica, fitotóxica y antifúngica. Están distribuidas 
por todo el mundo de una manera muy amplia. Dentro de este segundo grupo también 
están las micotoxinas diacetoxiscirpenol (DAS), toxina T-2 y nivalenol (NIV). Estas 
fueron las primeras en ser estudiadas debido a su fuerte toxicidad. Pero en la actualidad 
la micotoxina más relevante del grupo es el DON. Se encuentra en elevadas 
concentraciones y como contaminante de gran variedad de substratos en el mundo. Su 
principal fuente de contaminación es el trigo, cebada, avena, centeno y maíz, (forman 
las 2/3 partes de la producción mundial de cereales) y en menor medida también se 
puede encontrar en arroz, sorgo y triticale. 
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La presencia de DON está asociada con la especie  Fusarium graminearum  en 
las áreas templadas y húmedas de cultivo (América del Norte, del Sur y China) y con F. 
culmorum en áreas donde prevalecen las condiciones ambientales frías (Finlandia, 
Francia, Polonia y Países Bajos). Las diferencias ecológicas podrían contribuir a la 
distribución de quimiotipos y por lo tanto a la caracterización regional de la 
contaminación de los granos. 
 
Estas especies son los agentes etiológicos de la enfermedad denominada „tizón 
de la espiga‟ (FHB) y de la „podredumbre de la espiga de maíz‟. 
 
Hay una correlación directa entre la incidencia del FHB y la contaminación de 
trigo con DON. La presencia de esta enfermedad está relacionada con la humedad que 
hay en el periodo de floración y con la duración del periodo de lluvias. La distribución 
geográfica de ambos agentes etiológicos depende de la temperatura. La especie             
F. graminearum crece a una temperatura óptima de 25 ºC mientras que la especie        F. 
culmorum crece a una temperatura óptima de 21 °C. 
 
El DON se puede detectar en los cereales en conjunto con NIV, zearalenona 
(ZEA), 3-acetil-deoxinivalenol (3-AcDON) y/o 15-acetil-deoxinivalenol (15-AcDON). 
Las dos especies de hongos (F. graminearum y F. culmorum) que producen el DON 
también pueden crear NIV y ZEA  junto a él según el tipo de cepa. Las cepas de las 
especies de hongos de Europa y Asia producen el DON a partir del precursor                
3-AcDON. Las cepas de los EEUU y de Sudamérica, en cambio, lo producen a partir 
del precursor 15-AcDON. Esto es muy importante porque en los granos de las cosechas 
siempre hay la presencia del precursor, y estos tienen diferentes grados de toxicidad. El 
15-AcDON es más tóxico que el 13-AcDON. 
 
Los tricotecenos DON y NIV no sólo son importantes por sus efectos en la salud 
humana y animal, sino que también juegan un papel importante en la capacidad 
patógena de F. graminearum sobre el trigo y otros cereales. Los tricotecenos son 
translocados en el tejido de la planta antes que se produzca el crecimiento visible del 
hongo. Al parecer estos metabolitos actuarían disminuyendo la síntesis proteica de la 
planta y podrían suprimir o retrasar la respuesta de defensa al ataque fúngico. Aquellas 
cepas que han demostrado que no producen tricotecenos son menos virulentas. [4] 
 
3.3.3 Toxicología 
 
3.3.3.1 Toxocinética 
 
La absorción, distribución y eliminación del DON es rápida si es vía oral o 
parenteral. No hay evidencia de que se acumule en los tejidos o se transmita a los 
huevos o leche. El DON da origen a un derivado llamado de-epoxi-deoxinivalenol 
(Figura 3.3) por una vía metabólica que implica la pérdida de la función epoxi-O (de-
epoxidación). Dicho metabolito es predominante en heces, orina y plasma de animales y 
seres humanos. También se ha detectado DON y/o sus metabolitos en niveles bajos en 
leche, carne y huevos de animales. (Ver figura 3.3). 
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Figura 3.3: Metabolismo del DON 
 
Se ha visto que la presencia de DON en la dieta de ratones altera la absorción 
intestinal de nutrientes como por ejemplo azúcares y minerales cuando se administra la 
toxina en bajas dosis y por tiempo prolongado (exposición subcrónica). [5] 
 
3.3.3.2 Toxicidad aguda y subaguda 
 
El DON no se acumula en el organismo y produce solamente toxicidad aguda. Los 
valores de DL50 oral son de aproximadamente 78 a 46 mg/kg de peso corporal. 
 
Los síntomas de toxicidad que produce el DON son vómitos (cerdos, ratones y 
ratas), rechazo de comida (síndrome anoréxico), pérdida de peso y diarreas. 
 
En cerdos la dosis mínima de toxina que produce vómitos o emesis es de 0.05-0.2 
mg/kg de peso corporal, mientras que dosis de 1-2 mg/kg provocan anorexia. En ratas y 
ratones dosis orales de 0.05-1 mg/kg de peso corporal provocan emesis y el grado de 
vaciamiento gástrico está relacionado directamente con la concentración. El rechazo 
total de la comida se ha observado con dosis de 1 mg/kg de peso corporal. 
 
La intoxicación por altas dosis de DON produce necrosis en los tejidos del tracto 
gastrointestinal, médula ósea y tejidos linfoides.  
 
La presencia de importantes micotoxicosis en humanos relacionados con la 
contaminación de alimentos con DON, ha sido citada en Japón y en otras partes del 
mundo. En China, en 1984-1985 y en la India en 1987 se produjeron dos brotes de 
micotoxicosis en seres humanos relacionados con tricotecenos. El primero, con 463 
casos, fue debido al consumo de productos elaborados a partir de maíz y trigo 
enmohecidos. Entre los 5-30 minutos después de la ingesta los afectados presentaron los 
siguientes síntomas: náuseas, vómitos, dolor abdominal, diarrea, malestar general y 
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dolores de cabeza. El DON fue detectado en un rango de 0,34 a 98,8 mg/kg junto con 
ZEA en una concentración de 0.004-0,587 mg/kg. También se vieron afectados 
animales de granja como cerdos y pollos. 
 
En el segundo brote, que tuvo lugar en el valle de Cachemira (India), como 
consecuencia del consumo de pan elaborado con harina de trigo enmohecido, el 43,3% 
de los individuos afectados sufrieron dolor abdominal, irritación de garganta, diarrea, 
rectorragia (sangre en las heces) y vómitos. El periodo de incubación fue de 15 a 60 
minutos después del consumo. Las micotoxinas involucradas en este brote fueron DON 
(0,35-8,38 mg/kg), NIV (0,03-0,1 mg/kg), T-2 (0,55-0,8 mg/kg) y AcDON (0,6-2,4 
mg/kg). 
 
El ganado vacuno es más tolerante a la presencia de DON ya que es detoxificado 
por las bacterias del rumen. No se detecta rechazo de comida ni disminución de la 
producción de leche en concentraciones menores o iguales a 5 mg/kg. Sólo se observa 
una disminución del contenido de grasa en la leche. 
 
Las aves son también tolerantes a las concentraciones encontradas naturalmente en 
los alimentos balanceados. Sólo se han informado efectos adversos menores 
relacionados con el crecimiento, la fertilidad y el consumo de alimento. En cuanto a la 
transmisión a los productos se ha detectado en los huevos un 0,1% de la dosis a las 24 
horas. 
 
Los alimentos contaminados artificialmente con DON en cantidades menores a 2 
mg/kg, producen poco impacto sobre el crecimiento de los animales experimentales. Sin 
embargo el consumo de granos naturalmente contaminados con concentraciones 
menores o iguales producen mayor efecto tóxico. Esto se adjudica a la concurrencia de 
micotoxinas producidas por F. graminearum que incrementan la toxicidad del DON. 
Este efecto sinérgico se demostró tanto in vivo como in vitro. 
 
3.3.3.3 Mecanismo de toxicidad 
 
Las sustancias más potentes que inhiben la síntesis de las proteínas son los 
tricotecenos. Los tejidos que más afectan son las gónadas, intestinos, médula ósea y 
tejido linfoide. Son tóxicos debido a la presencia del grupo epoxi pero no son 
precursores de cáncer. 
 
El DON inhibe la síntesis del ADN y del ARN. La micotoxina tiene un efecto 
hemolítico sobre los eritrocitos. Puede causar vómitos en altas dosis, mientras que en 
bajas concentraciones reduce el crecimiento y el consumo del alimento (anorexia). Esto 
se debe a que afectan la actividad seroonérgica en el sistema nervioso central. 
 
Se ha demostrado que el grupo B de tricotecenos produce daño físico en las 
membranas celulares provocando la lisis de los glóbulos rojos por efecto de exceso de 
micotoxina circulante, ya que el metabolismo de los tricotecenos se produce dentro de 
estas células. La cantidad de toxina para producir lisis depende de la especie animal, 
siendo los cerdos los más susceptibles. Los tricótesenos son reconocidos por inducir 
desórdenes hematológicos tales como neutropenia, trombopenia y anemia aplásica en 
humanos y animales. El DON sólo produce tales efectos en dosis muy elevadas. 
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El DON altera el funcionamiento del sistema inmunológico de los animales y de los 
seres humanos. Se ha demostrado que aumenta la susceptibilidad a patógenos 
facultativos como Listeria. Se comprobó en estudios experimentales con animales de 
laboratorio el aumento de IgA, tanto sérica como la de las células mesangiales, que 
provocan hematuria. La enfermedad de Berger, que implica una desregulación de IgA 
en seres humanos, sólo se ha logrado reproducir en animales experimentales a través de 
la administración de DON. El DON, además, tiene la capacidad de alterar 
transitoriamente la expresión de citoquininas, las que son importantes para la regulación 
normal de muchas funciones inmunológicas. 
 
El síndrome anoréxico en cerdos se produce por el efecto neurotóxico del DON. 
Con una dosis única de 0,25 mg/kg, por vía intravenosa, después de ocho días, se alteró 
la concentración de los neurotransmisores en el hipotálamo, en la corteza frontal y en el 
cerebelo. La presencia de DON incrementa significativamente la concentración de 
serotonina (102-180% más que el control) pero no produce cambios significativos en la 
concentración de noradrenalina y dopamina. En resumen el DON influye en el 
metabolismo de las aminas biogénicas en el cerebro y podrían existir diferencias 
significativas intra especies. Basado en datos de exposición humana versus emesis, los 
seres humanos son probablemente más sensibles al DON que los cerdos. 
 
3.3.4 Incidencia en alimentos 
 
La Tabla 3.4 muestra la presencia de DON en los alimentos destinados al 
consumo humano y animal en diferentes partes del mundo. [6] 
 
Tabla 3.4: Presencia mundial de DON en diversos productos para consumo humano y animal. [16] 
 
País Alimento Incidencia 
a
 Valor máximo 
b
 
África     
Sudáfrica Maíz blanco 143 2,75 
      
América     
Argentina Maíz 14/58 0,4 
  Trigo 56/60 9,25 
  Trigo duro 69/100 8,44 
      
Brasil Alimento para humanos(trigo) 30/47 12,05 
  Harina de trigo 17/17 0,64 
  Maíz 61/235 - 
      
Canadá Alimentos para animales - 0,2 
  Alimentos para humanos (trigo) 270/562 3,8 
  Alimentos para humanos (trigo) 540/1.257 4,06 
  Cebada 117/117 15,79 
  Cerveza 29/50 0,05 
  Maíz 243/283 4,09 
  Trigo 763/2.311 10,5 
      
Chile Trigo 63/67 28 
      
EE.UU Cebada 84/147 26 
  Trigo 193/483 18 
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Tabla 3.4: Presencia mundial de DON en diversos productos para consumo humano y animal 
(continuación). [16] 
 
País Alimento Incidencia 
a
 Valor máximo 
b
 
  Trigo -/20 0,59 
      
Uruguay Cereales y derivados 88/123 >3 
      
Venezuela Maíz 34/158 5,3 
      
Asia     
Corea Cebada y maíz 34/45 0,442 
  Maíz 100 4 
      
China Trigo 25 0,138 
  Harina de trigo 58 1,88 
  Alimento para bebés 16/32 1,07 
      
China Trigo 871/938 5.0 
      
      
Europa     
Austria Maíz 31/48 1,36 
  Trigo 5/33 0,5 
      
Bélgica Alimentos para bebés 0/5 <0,250 
  Harina de trigo 13/16 0,53 
  Pan 4/10 0,56 
  Pastas 3/10 0,72 
      
Dinamarca Harina de trigo duro 23/23 2,6 
  Trigo -/35 1,03 
      
Finlandia Avena -/25 5 
  Cebada -/25 0,39 
  Trigo 6/30 2,3 
      
Francia Cebada (malta) 64/64 0,35 
  Harina de maíz 2/3 1,4 
  Harina de trigo 18/55 50 
  Harina de trigo 16/38 0,4 
  Maíz 10/29 8,85 
  Productos a base de trigo 32/75 1,82 
  Trigo 4/27 0,33 
  Trigo duro 37/52 3,6 
  Salvado de trigo 14/39 3,6 
      
Holanda Alimento para niños 20/28 2,6 
  Harina de trigo 116/327 2,65 
  Maíz 23/23 1,3 
  Pan 24/51 0,56 
  Pasta 53/163 0,84 
  Trigo 54/98 1,2 
  Trigo 20/64 0,46 
  Trigo duro 20/22 1,7 
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Tabla 3.4: Presencia mundial de DON en diversos productos para consumo humano y animal 
(continuación). [16] 
 
País Alimento Incidencia 
a
 Valor máximo 
b
 
Inglaterra Producto a base de maíz 15/30 0,88 
  Pan 4/40 0,36 
  Trigo duro -/26 1 
      
Italia Cebada -/20 1,54 
  Trigo 10/12 0,92 
  Trigo -/35 0,1 
  Trigo duro 38/58 3,08 
      
Noruega Maíz 10/19 1,02 
  Trigo 18/36 1,23 
      
Suecia Producto a base de trigo 6/14 2,3 
      
Oceanía     
Nueva Zelanda Maíz 276 4,79 
 
*
 harina, salvado, galletitas, pan, pasta, etc. 
a
 Incidencia = Número de muestras positivas/número de muestras analizadas. 
b
 Valor máximo 
 
3.3.4.1 Cereales 
 
El trigo es el cereal más contaminado por el DON. Esto se debe a que las dos 
especies de hongo productoras del DON (F. gramineamm y F. culmuron) son el 
patógeno de trigo más relevante y que más distribuido está por el mundo. Ha causado 
epidemias esta enfermedad en las regiones más trigueras del planeta. Esta patología 
resulta de la infección individual de las espigas en el estadio de plena floración o 
inmediatamente después. Para producir la infección hacen falta unas condiciones 
ambientales tales como días húmedos (92-94% de humedad relativa ambiente), 
presencia de lluvias durante dicha etapa y una alta presión de inóculo del patógeno 
consistente en la presencia del hongo en el rastrojo (restos de la cosecha anterior) o en 
las malezas. 
 
El DON es una micotoxina de campo. Su síntesis se produce durante la estadía 
del cultivo. El daño que causa el FHB es el arrugado y la coloración rosa blanquecina de 
los granos (Figura 3.4). La enfermedad contamina los granos por la síntesis del DON. 
Además produce la reducción del rendimiento por pérdida de peso. 
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Figura 3.4: a) Granos de trigo sin la enfermedad, b) granos de trigo con la fusariosis. 
 
El FHB presenta muchas dificultades para controlarlo y manejarlo en las áreas 
de cultivo. Hay varios métodos disponibles, como el químico, genético, biológico, para 
controlar el FHB, que obtienen resultados poco satisfactorios para esta patología. 
 
Actualmente, la práctica de control más eficiente y de menor coste, es la 
creación de variedades con una resistencia genética a las enfermedades. 
 
En las regiones donde se practica la rotación de cultivos entre el trigo y el maíz, 
la contaminación por DON en éste último suele ser frecuente debido a que la especie                    
F. graminearum permanece en los rastrojos del cultivo invernal y continúa su ciclo en el 
maíz durante el periodo estival. El DON que encontramos en el maíz muchas veces se 
puede encontrar junto a la ZEA debido a que las condiciones ambientales que favorecen 
la incidencia de la podredumbre de la espiga de maíz (elevada humedad y temperatura), 
son las propicias para la síntesis del DON y de la ZEA en ese cultivo. 
 
El arroz, el centeno, el sorgo y el triticale son poco representativos para la 
contaminación por DON. Los valores registrados por la micotoxina oscilan entre 65 y 
200 μg/kg. La mayoría de las muestras contienen concentraciones de DON menores a 
los límites de cuantificación y detección del método empleado. 
 
3.3.4.2 Harinas y productos elaborados 
 
La especie F. graminearum es un invasor muy agresivo de los granos de trigo 
que durante la patogénesis sintetiza el DON, destruye los gránulos de almidón, las 
proteínas de almacenamiento y las paredes celulares.  
 
La calidad comercial de las harinas se ve afectada porqué presentan un color y 
olor no deseables. También se produce una disminución en la cantidad de gluteninas. 
 
Como ya se ha dicho, existe una fuerte correlación entre el FHB y la 
concentración de DON en el grano. El contenido del DON varía según su localización 
en el grano. Es mayor en las partes más externas que en las interiores. Por este motivo, 
el salvado es el que presenta mayor concentración de toxina, mientras que la 
concentración de DON tiende a ser menor en las otras fracciones más finas de la 
molienda. 
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Durante la panificación no se destruyen ni se reducen los niveles del DON. La 
disminución de la concentración del DON en las pastas depende de la forma de cocción. 
Por ejemplo, para los spaghetti, los niveles de DON se reducen por el filtrado del agua 
de cocción, mientras que en los fideos soperos, como se deshecha el líquido de cocción 
(el agua), la micotoxina queda retenida en el mismo. 
 
3.3.4.3 Cerveza 
 
Se ha detectado la presencia de DON y otros tricotocenos en la cerveza. Cereales 
como la cebada y otros tipos de grano destinados al proceso de elaboración en esta 
bebida pueden estar contaminados por esta micotoxina. No se disminuye ni se destruye 
al DON con los procesos a los que se somete al grano. Existen datos en la bibliografía 
de la presencia de DON en cervezas canadienses (5 ng de DON/ml de cerveza), y en las 
importadas de Alemania se detectaron valores por encima de 580 ng de DON/ml. 
 
3.3.5 Ingesta diaria 
 
Las concentraciones de DON utilizadas en la ingesta diaria estimadas se resumen en 
la Tabla 3.5. 
 
La ingesta total de DON en nanogramos por kilogramo de peso corporal por día fue 
estimada teniendo en cuenta el consumo de granos en las diferentes regiones. Para la 
dieta africana fue de 0.78, para la dieta latinoamericana de 1.2, para la dieta europea 1.4 
y de 1.6 para países de Oriente. El trigo fue considerado como fuente principal de 
ingesta en Europa, América Latina y en Oriente Medio (64-88% de la ingesta total), 
mientras que en los países de África y del lejano Oriente la fuente principal es más 
variada involucrando al trigo, arroz y maíz. 
 
El Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) 
estableció para animales una ingesta diaria tolerable máxima provisional (PMTDI) de 1 
μg/kg de peso corporal considerando un nivel de seguridad de 100 μg/kg de peso 
corporal por día y un factor de 100. Como conclusión se considera que este nivel de 
toxina no produciría efectos sobre el sistema inmune, crecimiento o reproducción. En 
cambio para seres humanos, si bien se tiene la certeza de que el DON produce brotes de 
toxicidad aguda, la disponibilidad de datos no permite el establecimiento de un NOEL. 
 
Las estimaciones contenidas en la Tabla 3.5 de ingesta diaria de DON sobre la base 
de la concentración media (ng/kg pc/día) en algunos países exceden la estimación de la 
ingesta diaria tolerable para seres humanos. Existe una gran incertidumbre en la 
determinación de las ingestas estimadas, debido a las incertidumbres propias de la 
obtención de los valores de concentración de toxina en los alimentos y del consumo 
promedio de la población. Además no se han tenido en cuenta, para los valores de 
ingesta incluidos en la tabla, que los procesos para la obtención de los alimentos podrían 
reducir los niveles de DON de la materia prima, lo que reduciría la estimación de la 
ingesta diaria.  
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Tabla 3.5: Ingesta diaria de DON para diferentes alimentos y países. [16] 
 
Alimento País Tipo Ingesta (mg/kg  pc/día) 
Granos de cereales Austria 1 294-661 
Salvado de trigo Bélgica 2 0,1-0,5 
Pastas Bélgica 2 52-177 
Pan Bélgica 2 193-1.085 
Pan de trigo Dinamarca 1 81-96 
Harina de trigo Dinamarca 1 32-38 
Trigo Finlandia 1 110-169 
Pan Francia 1 196-371 
Pastas Francia 1 55-141 
Cerveza Francia 1 2-10 
Pizzas-tartas Francia 1 102-104 
Pan Francia 3 206-389 
Pastas Francia 3 118-305 
Pizzas-tartas Francia 3 51-81 
Pan Alemania 1 211-313 
Pastas Alemania 1 63-65 
Pan Alemania 4 740-1.097 
Pastas Alemania 4 219-227 
Alimento para bebés Alemania 5 510-600 
Pan Holanda 1 177 
Pasta Holanda 1 34 
Harina de trigo Holanda 1 4 
Galletas Holanda 1 29 
Maíz Holanda 1 30 
Alimento para bebés Holanda 5 16 
Pan Holanda 5 4.33 
Maíz Holanda 5 104 
Pasta Holanda 5 73 
Harina de trigo Holanda 5 11 
Harina de trigo, blanca Noruega 1 218-389 
Harina de trigo, entera Noruega 1 207-211 
Alimentos para bebés (maíz) Noruega 5 5.073-5.349 
Alimentos para bebés (trigo) Noruega 5 313-713 
Trigo Suecia 1 71-107 
Granos de cereales Austria 1 294-661 
Cerveza Reino Unido 1 8 
Pan Reino Unido 1 100-105 
Harina de trigo Reino Unido 1 16-17 
Polenta (maíz) Reino Unido 1 55-63 
Alimentos para bebés Reino Unido 5 61-73 
Pan Reino Unido 5 97-102 
Galletas Reino Unido 5 20-24 
Cerealesp/desayuno Reino Unido 5 165-234 
Cereales Estados Unidos 1 1.000-1.500 
Maíz Argentina 1 0,04 
 
Tipos: 
1
 Población general. Peso promedio 70-80 kg. 
2
 Población adolescente 13-18, peso promedio 60 kg. 
3
 Población infantil, peso promedio 31.6 kg. 
4
 Población infantil, peso promedio: 20 kg. 
5
 Lactantes, peso promedio: 10 kg. 
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3.3.6 Descontaminación/Detoxificación 
 
El DON es un compuesto estable durante el almacenamiento, la molienda y también 
durante el procesamiento y cocción de los alimentos. Para controlar la contaminación 
por DON la mejor estrategia es un enfoque multidisciplinario integrado. El 
conocimiento de los factores agroambientales que fomentan la infección de F. 
graminearum o F. culmorum y en consecuencia la producción de toxinas, es el primer 
paso para un plan eficaz encaminado a reducir al mínimo la contaminación por DON en 
los alimentos destinados al hombre o a los animales. 
  
Ciertas prácticas de manejo de los cultivos como la rotación, y condiciones 
ambientales como la presencia de lluvia en el momento de floración y el viento, son los 
factores que influyen en el origen del inóculo fúngico y su cantidad para mantener el 
ciclo de la enfermedad en el trigo.  
 
La presencia de las micotoxinas no se puede evitar completamente. Pero un manejo 
integrado de estrategias y medidas preventivas como genotipos de buena respuesta, 
diversificación de las fechas de siembra, control químico con fungicidas basados en la 
predicción, etc., podrían mejorar la situación ante la presencia del hongo y la 
consecuente producción de micotoxinas. 
 
Aunque no se ha desarrollado hasta ahora un solo método efectivo para la 
descontaminación, numerosos métodos han sido probados y varios demuestran una 
aplicación comercial potencial. Entre ellos se encuentran métodos físicos, químicos y 
biológicos (Tabla 3.6). 
 
Tabla 3.6: Métodos y porcentaje de reducción de DON en alimentos. [16] 
 
Métodos Porcentaje de reducción (%) 
Métodos físicos   
Limpieza + flujo de aire (trigo) 16 
Limpieza + flujo de aire + lavado (trigo) 40 
Equipo rotatorio de limpieza (maíz) 33 
Descascarado (maíz) 40-100 
Lavado (cebada, maíz) 72-74 
Molienda (trigo) 24-31 
Separación por densidad  <70-90 
Separación por gravedad específica 68-85 
Tratamiento térmico <15 
    
Métodos químicos   
Peróxidos de hidrógeno 5-6% <8 
Ácido ascórbico al 2% 47 
Hidróxido de amonio 5% 35 
Ácido clorhídrico 0,1M 35 
Bisulfito de sodio (10%) >98 
Sustancias gaseosas 30-100 
    
Métodos biológicos   
Dilución de granos contaminados variable 
Inóculo microbiano del tracto digestivo de aves 54-56 
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3.3.6.1 Métodos físicos 
 
El DON sólo se encuentra en las partes del grano donde se produce el desarrollo 
fúngico. Muy poca cantidad de DON es translocado. Por lo tanto la distribución del 
DON en el grano depende del grado de contaminación fúngica. 
 
Entre los métodos físicos se incluye la limpieza y el lavado, el descascarado, la 
molienda y la separación de granos contaminados visiblemente de los no contaminados, 
y varias formas de tratamientos con calor. El éxito de estos métodos depende del grado 
de contaminación y de la distribución de la micotoxina entre los granos. 
 
La limpieza del trigo conteniendo 0.03-2.89 mg/kg de DON con una combinación 
de flujo de aire, similar a la utilizada comercialmente, redujo la concentración de DON 
solamente en un 16%. Esta remoción ineficiente de DON pudo ser debida a que los 
granos contaminados poseían el peso y tamaño cercano al normal con lo que no se logró 
una completa remoción de los contaminados pero si este método es combinado con el 
lavado se reduce más del 40% la concentración de DON. 
 
Utilizando un equipo de limpieza de granos rotatorio para maíz que remueve los 
granos pequeños, contaminados o no, y los rotos se redujo la concentración de DON en 
un 33% perdiendo sólo el 9,4% del lote. Mientras que el descascarado del maíz logra 
una reducción de la micotoxina entre el 40-100%. Esta reducción se logra tanto para el 
DON como para la ZEA.  
 
El lavado con agua destilada de avena y maíz logra reducir la contaminación con 
DON en un 65 a 69%. Si a este proceso se le incluye un primer lavado con una solución 
1M de carbonato de sodio se logra una reducción de 72-74%. Este proceso es útil para 
la molienda húmeda. 
 
La molienda de trigo reduce la concentración de DON entre un 24-41% en la 
fracción de la harina, dependiendo del grado de contaminación inicial. Con 
concentraciones elevadas de 8,7 mg/kg sólo se logra una reducción del 15%. Se 
concluye que la distribución de DON a través de las diferentes fracciones de la 
molienda del trigo depende del grado de penetración fúngica del endosperma. 
 
En algunos casos los granos enmohecidos y contaminados con DON poseen 
propiedades físicas diferentes y por lo tanto podrían ser separados por procesos simples 
como, por ejemplo, segregación por densidad, en ciertos líquidos o fraccionamientos 
por tablas de gravedad específicas. Por ejemplo, tanto para el maíz como para el trigo, 
se logra una reducción de la contaminación de DON (hasta 70 y 90% respectivamente) 
cuando se los sumerge en una solución de agua con 30% de sacarosa, esa reducción es 
debida a que los granos afectados permanecen en la superficie del líquido. También es 
posible utilizar soluciones de cloruro de sodio saturadas para lograr el mismo efecto.  
 
A partir del uso de las tablas de gravedad se logra separar los granos menos 
densos (tombstone, fusariosos o chuzos) reduciendo de esta manera la contaminación en 
un 68 a 85%. 
 
No hay reducción apreciable de la concentración de DON cuando se preparan 
tortas en un horno a 170ºC durante 30 minutos. Una pequeña reducción (12%) se 
consigue para el maíz autoclavado a 121°C 15 minutos a 1 atmósfera. El uso del horno 
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microondas a 100-230 ºC o superior produce un 50-100% de reducción en maíz. Para 
los productos panificados donde se emplean levaduras se incrementa la concentración 
de DON entre un 118-189% debido a que el proceso de fermentación produce la 
conversión enzimática de un precursor desconocido en DON. 
 
3.3.6.2 Métodos químicos 
 
Numerosos productos químicos han sido probados con el fin de descontaminar 
granos para el consumo humano o animal contaminados con DON. 
 
El bisulfito de sodio produce una gran reducción del DON. La reducción está 
directamente afectada por la concentración de reactivos usados y el tiempo de 
tratamiento, sin embargo las concentraciones efectivas no pueden ser aplicadas a los 
productos panificados ya que afectan o modifican las propiedades reo lógicas de la 
harina. Una harina tratada con bisulfito de sodio con bajas concentraciones de DON al 
ser panificada incrementa las concentraciones de la toxina. 
 
Se investigaron los efectos de la combinación del biosulfito de sodio y el proceso de 
extrusión sobre la concentración de DON en el grano de trigo y las fracciones de la 
molienda. El proceso de extrusión no cambia la concentración en ninguno de los 
sustratos estudiados. 
 
El uso de otras sustancias químicas como ácido clorhídrico, peróxido de hidrógeno, 
hipoclorito de sodio, ácido ascórbico, hidróxido de amonio y el carbonato de amonio, no 
demostró ser tan efectivo como el tratamiento con bisulfito de sodio. 
 
Sustancias en estado gaseoso se han probado para determinar la capacidad de 
descontaminar el DON en maíz y en trigo, por ejemplo dióxido de azufre, ozono, cloro 
y amoniaco. Las reducciones obtenidas se encuentran entre el 30-100%, según la 
sustancia, la concentración, el tiempo del tratamiento y el cereal en estudio. 
 
Se demostró que el calentamiento y el tratamiento con agua de lima (con 2% 
Ca(OH)2) reducen entre un 72-82% la concentración de DON en el proceso de la 
elaboración de las tortillas de maíz. 
 
3.3.6.3 Métodos biológicos 
 
Una alternativa para reducir la contaminación por tricotecenos es minimizar el 
efecto de estas sustancias tóxicas en el animal mediante la modificación de la dieta. Por 
ejemplo, dilución del grano contaminado con granos no contaminados, mejoramiento 
del contenido nutricional de la dieta para compensar la reducción de ingesta de 
alimentos que producen el DON, agregados de agentes inhibidores de hongos o 
saborizantes para favorecer la ingesta animal, agregados de sustancias que absorben la 
micotoxina inhibiendo la absorción y el metabolismo de la micotoxina por parte del 
animal.  
 
La dilución del grano contaminado con otro no contaminado es el método más 
simple y el más ampliamente utilizado para minimizar los efectos en la ingesta y en la 
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ganancia de peso en los animales. El éxito de este procedimiento depende del grado de 
contaminación y de la disponibilidad de granos no contaminados. 
 
Como inhibidor de los hongos se agrega el propionato en la dieta de cerdos, que 
mejora el rendimiento promedio pero no logra reducir los efectos adversos de la toxina. 
Lo mismo ocurre cuando se incrementa el porcentaje de proteínas, vitaminas y 
minerales de la dieta. Las sustancias que se comportan como agentes quelantes de 
micotoxinas tales como zeolita, bentonita y diatomita no son efectivas para capturar el 
DON presente en la dieta animal. El agregado de polivinilpirolidona agente quelante 
químico no reduce los efectos de ingesta y pérdida de peso en cerdos cuya dieta 
contiene DON. 
 
Existen trabajos en los que a la dieta para cerdos contaminada con DON le 
incorporan un inóculo microbiano obtenido del tracto digestivo de aves que reduce la 
concentración de DON en un 54-56%, logrando aliviar los efectos tóxicos de rechazo de 
comida y ganancia de peso en cerdos jóvenes. 
 
3.4 FUMONISINA 
 
3.4.1 Introducción 
 
En 1881, el investigador italiano Saccardo describe un hongo denominado 
Dospora verticillioides sobre el maíz. En 1902, el científico Butler describió una 
enfermedad llamada leucoencefalomalacia equina que provocaba una serie de 
manifestaciones neurológicas en los caballos alimentados con una comida enmohecida a 
base de maíz. Setenta años más tarde los investigadores Wilson y Maronpot establecían 
que los desórdenes del sistema nervioso en los caballos eran debidos a algunas especies 
del género Fusarium, presentes en particular en el maíz, y concretamente a F. 
verticillioides (sinónimo de F. moniliforme). Posteriormente el grupo de investigación 
del doctor Marasas, establecía, en 1981, una fuerte correlación entre el grado de 
contaminación de F. verticillioides y las elevadas tasas de cáncer de esófago en la 
región sudafricana de Transkei. Esa misma correlación había sido observada por Yang 
un año antes en determinadas zonas de China. Sin embargo, no fue hasta 1988 cuando, 
en primer lugar, Gelderblom y colaboradores aislaron fumonisina B1 (FB1) y fumonisina 
B2 (FB2) de los cultivos de F. verticillioides, y posteriormente el grupo de investigación 
del doctor Bezuidenhout elucidaron las estructuras de dichos compuestos. Dos años más 
tarde, el grupo de trabajo de Kellennan, por un lado,  y el de Harrisson por otro,  
reproducían con la FB1 purificada los síntomas de la leucoencefalomalacia equina y el 
edema pulmonar porcino, respectivamente. 
 
3.4.2 Características del compuesto 
 
Las fumonisinas son un grupo de micotoxinas elaboradas por varias especies del 
género Fusarium y por Alternaria alternata f. sp.lycopersici. En la Tabla 3.7 se 
muestran las principales especies de hongos que elaboran esta micotoxina, 
predominando por lo general en alimentos, y sobre todo en maíz, las especies 
F.verticillioides y F. proliferatum.  A fecha de hoy se conocen al menos quince tipos de 
fumonisinas (F) agrupadas en cuatro series: del tipo A, B, C y P. En la Figura 3.5 se 
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observa las estructuras químicas de algunas de ellas. Siendo mayoritariamente aislada 
en alimentos las del grupo FB1 seguido por la FB2 y FB3 . El grupo amino libre de la 
serie B parece ser el responsable de la actividad biológica y toxicológica de dichos 
compuestos. 
 
Tabla 3.7: Hongos productores de fumonisinas. [16] 
 
Género  Especie 
Fusarium 
F.verticillioides 
F.proliferatum 
F.nygamai 
F.napiforme 
F.oxysporum 
F.polyphialidicum 
F.anthrophilum 
F.diamini 
Alternaria A.alternata f.sp.lycopersici 
 
3.4.3 Toxicología 
 
3.4.3.1  Mecanismos de acción 
 
En la figura 3.6 se observa la síntesis de los esfingolípidos y la acción de la 
fumonisina B1. La condensación de la serina con el palmitoil-CoA por la acción de 
serina palmitoiltransferasa da lugar a la 3-cetosfinganina, la cual es reducida a 
esfinganina. Este último compuesto es acilado en dihidroceramida y esta a su vez es 
transformada en ceramida por la acción de una desaturasa. Por otro lado, se puede 
formar ceramida por la acción de la ceramida sintasa a partir de esfingosina. 
Posteriormente esta ceramida por adición de determinados grupos polares puede dar 
lugar a g1icoesfingolípidos o esfingomielina. Además, la esfingosina y la esfinganina 
por fosforilación da lugar a la esfingosina l-fosfato y esfinganina l-fosfato, 
respectivamente, y que tras sus escisiones da lugar a fosfatidiletanolamina y lípidos. 
Esta ruta se denomina ciclo de la esfingomielina. [7] 
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Figura 3.5: Estructura química de las fumonisinas 
 
Las fumonisinas (Figura 3.5) tienen una estructura similar a la esfingosina y a la 
esfinganina (Figura 3.7), que es un componente de la larga estructura de los 
esfingolípidos; componentes activos de las membranas celulares. La rotura de sus 
metabolitos puede provocar una serie de efectos serios en el crecimiento y 
diferenciación celular y en la respuesta inmunitaria. Las fumonisinas son capaces de 
romper el ciclo de la esfingomielina por inhibición de la ceramida sintasa y de la         
esfinganina-N-cacetiltransferasa dando como resultado una acumulación sobre todo de 
esfinganina y en menor cantidad de esfingosina. La esfingenina se acumula dentro del 
hígado y una parte se distribuye por la sangre. 
 
3.4.3.2 Efectos tóxicos 
 
Hasta la fecha la interferencia con la biosíntesis de esfingolípidos es la principal 
causa de toxicidad en seres humanos y animales. En el ser humano está implicado en el 
cáncer de esófago y cáncer de hígado. En animales puede dar lugar a la 
leucoenfalomalacia equina y al edema pulmonar porcino. 
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Figura 3.6: Ciclo de la esfingomiefina. El símbolo indica los enzimas inhibidos por la fumonisina B1 
 
 
 
Figura 3.7: Estructura de la esfinganina 
 
En el ser humano existe una relación epidemiológica entre el consumo de 
alimentos que contiene fumonisinas y cáncer de esófago, cáncer de hígado, defectos 
neuronales e intoxicación aguda. En la Tabla 3.8 se observan estos efectos asociados al 
consumo de alimentos contaminados con fumonisinas, así como la incidencia y otros 
factores relacionados con la aparición de la patología. 
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Tabla 3.8: Patologías humanas asociadas al consumo de alimentos contaminados con fumonisinas. [16] 
 
País zona/región/provincia Incidencia 
Alimento 
implicado 
Micotoxinas detectadas Otros factores detectados 
Cáncer de esófago 
Sudáfrica Región de Transkei 37-56 Maíz 
Fumonisina B1 
Deficiencias en folato, 
selenio y vitaminas A,E,B12 
Nivalenol 
Zearalenona 
Aflatoxina B1 
Moniliformina 
DON 
China 
Provincia de Linxian 
y Cixian 
108-135 Maíz 
Fumonisina B1 Deficiencias en molibdeno, 
Aflatoxina B1 manganeso,zinc y vitaminas 
Nivalenol A y C 
DON Alcohol 
Zearalenona Nitrosaminas 
Irán 
Provincia de 
Mazandarán 
206-262 Maíz 
Fumonisina B1 
Aflatoxina B1 
Deficiencia en hierro, man- 
ganeso, cobre, zinc, vitami- 
nas A, C y riboflavina 
Nitrosaminas HAP 
Italia 
Provincia de 
Pordenona 
17 Polenta 
Fumonisina B1 
Fumonisina B2 
Deficiencias en riboflavina 
y niacina 
Alcohol 
Kenia Oeste y Central 
45% de los 
Maíz Fumonisina B1 Alcohol 
casos 
Zimbabwe 
 
30-59 
Cereales de Fumonisina B1  
 desayuno Fumonisina B2  
EE.UU Carolina del Sur 170 
Derivados 
del Maíz 
Fumonisina B1 Tabaco 
Fumonisina B2 Alcohol 
Brasil 
Región de Santa 
18 Maíz 
Fumonisina B1 
Fumonisina B2 
Tabaco 
Alcohol 
 
Catarina, Panamá y 
Rio Grande do Sul 
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Tabla 3.8: Patologías humanas asociadas al consumo de alimentos contaminados con fumonisinas 
(continuación). [16] 
 
a
 Nº de casos/100.000 
b
 DON=Deoxinivalenol 
c
 HAP=Hidrcarburos aromáticos policíclicos 
d
 está implicado durante los años 1929-1949 donde no ha sido descubierto la fumonisina pero sí se detecto 
la presencia de hongos productores de fumonisinas 
 
- El cáncer de esófago relacionado con las fumonisinas se encuentra distribuido 
sobre varios países siendo el maíz el alimento implicado en esta patología. Por 
otro lado, las altas incidencias de este cáncer han sido asociadas con dietas 
limitadas a trigo o maíz y bajos contenidos de cienos minerales (manganeso, 
molibdeno, selenio y folato) y vitaminas (A, C, E y B12). 
 
- La aparición de cáncer de hígado ha sido observada en ciertas zonas de China y 
Sudáfrica, aunque se ha visto que es la acción sinérgica con otras toxinas, como 
aflatoxina B1, tricotecenos, toxinas de algas y/o microcistinas las que pueden 
originar la aparición de este cáncer. 
 
- Los defectos neuronales se han observado en China y en Estados Unidos sobre 
todo durante la Gran Depresión. Las fumonisinas podrían estar implicadas en la 
interferencia del metabolismo de los folatos que provoca repercusiones en el 
tubo neural. 
 
- Un caso de intoxicación aguda tuvo lugar en 1995 en una zona al sur de la India 
por consumo de sorgo y maíz enmohecido con hongos del género Fusarium, que 
provocó una sintomatología gastrointestinal caracterizada por dolor abdominal, 
borborigmo (ruido intestinal producido por la mezcla de gases y líquidos) y 
diarrea. 
País zona/región/provincia Incidencia Alimento implicado 
Micotoxinas 
detectadas 
Otros factores detectados 
Cáncer de hígado 
China Comarca de Jiangsu 52-65 Maíz 
Fumonisina B1 
Microcistinas Aflatoxina B1 
DON 
Sudáfrica Región de Transkei 3 a 13 Maíz 
Fumonisina B1 
Deficiencias nutricionales 
Aflatoxina B1 
DON 
Zearalenona 
Moniliformina 
Defectos neuronales 
EE.UU Texas 2,7 Derivados de Maíz 
______
 
______
 
China Hebei y Shanxi 6 Maíz Fumonisina B1 Deficiencias nutricionales 
Sudáfrica 
Transkei y 
0,36-3,8 Maíz Fumonisina B1 Deficiencias nutricionales 
Mpumulanga 
Intoxicación aguda 
India Deccan Plateau 27 aldeas Maíz y sorgo 
Fumonisina B1 
Bajo consumo de arroz 
Aflatoxina B1 
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Efectos sobre los animales 
 
En los animales se ha relacionado con la leucoencefalomalacia equina y el edema 
pulmonar porcino. 
 
- En caballos, esta alteración causa la enfermedad conocida como 
leucoencefalomalacia, que es una necrosis licuefactiva del hemisferio cerebral 
con destrucción de la sustancia blanca con algunas de las siguientes 
manifestaciones neurológicas: cojera y movimientos anormales, por ejemplo, 
apoyar la cabeza contra la pared y dar vueltas sin rumbo. 
 
- En cerdos, provoca el llamado edema pulmonar, que viene asociado con necrosis 
de los hepatocitos e insuficiencia hepática. El edema pulmonar porcino puede 
estar inducido por una disfunción cardiovascular. Existen cambios significativos 
en el consumo de oxígeno y en varios parámetros hemodinámicos sugiriendo 
que la hipertensión pulmonar está causada por una vasoconstricción hipotóxica 
que puede contribuir al síndrome. La hepatotoxicidad es observada a dosis más 
bajas que las que induce el edema pulmonar. En cerdos los síntomas clínicos 
incluyen disnea, debilidad y cianosis. Se  sugirió que las alteraciones 
cardiovasculares son debido a un fallo agudo cardíaco como consecuencia de 
una inhibición inducida por los esfingolípidos de los canales de calcio. 
 
3.4.4 Incidencia en alimentos 
 
La Tabla 3.9 presenta un resumen de la presencia de fumonisinas en alimentos 
destacando los cereales y derivados, cerveza, leche y alimentos para animales. [8] 
 
3.4.4.1 Cereales y derivados 
 
El maíz es el alimento donde predomina en mayor cantidad las fumonisinas 
frente a otros cereales. Dos hipótesis pueden avalar esta observación: 
 
Tabla 3.9: Presencia mundial de fumonisina B1 en diversos productos para el consumo humano y animal. 
[16] 
 
País Alimento Incidencia 
a 
Valor máximo 
b 
África       
Egipto Granos de Maíz 14/18 449 
Malawi Maíz 7/8 0,1 
Sudáfrica Maíz 61/74 117,5 
Tanzania Maíz 8/9 0,1 
América       
Argentina Maíz 17/17 6,7 
Argentina Derivados de maíz 19/21 2,9 
Brasil Maíz 20/21 38,5 
Brasil Derivados de maíz 9/9 4,9 
Brasil Palomitas de maíz 4/9 1,7 
Canadá Cerveza 20/46 52,8 mg/L 
EE.UU Piensos para pollos 3/3 15 
EE.UU Leche de vaca 1/165  1,3 mg/L 
Guatemala Tortitas de maíz 35/73 11,6 
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Tabla 3.9: Presencia mundial de fumonisina B1 en diversos productos para el consumo humano y animal 
(continuación). [16] 
 
 
 
- Las especies del género Fusarium son más comunes en el maíz que en otros 
cereales. 
 
- Algún componente del maíz hasta ahora desconocido podría tener la capacidad 
de iniciación en el desarrollo de fumonisinas o diferentes componentes 
nutricionales de los otros cereales pueden provocar la inhibición de la biosíntesis 
de esta micotoxina. 
 
Por otro lado, los productos procesados de maíz disminuyen la presencia de la 
fumonisina, por ello es fundamental conocer algunos de los factores que pueden 
originar la presencia de esta micotoxina en el maíz, como son las condiciones 
climáticas, genotipos y presencia de otros hongos micotoxigénicos: 
 
- Condiciones climáticas y latitud. Las altas temperaturas y los sustratos con alta 
capacidad de agua son facto res importantes en el desarrollo de especies del 
género Fusarium y además ayudan a la contaminación de aflatoxinas y 
fumonisinas. En cuanto a la latitud si ésta decrece, el contenido de fumonisina se 
incrementa. 
 
- Genotipos. Los diferentes genotipos del maíz pueden favorecer la presencia de 
esta micotoxina. Los genotipos de maíz de Europa del Este (Croacia, Rumanía y 
País Alimento Incidencia 
a 
Valor máximo 
b 
Honduras Maíz 23/69 6,5 
Uruguay Maíz 11/22 3,7 
Venezuela Maíz 15/20 3,433 
Asia       
China Derivados de maíz 14/14 8,8 
China Maíz 53/80 25,9 
India Maíz 91/100 100 
Irán Maíz 19/19 3,9 
Japón Sémola de maíz 14/17 2,6 
Nepal Granos de Maíz 12/24 4,6 
Taiwán Maíz 16/28 18,8 
Europa       
Austria Maíz 3/9 <15 
Croacia Maíz 11/19 0,06 
España Piensos para aves corral 10/106590   
España Cerveza 14/32 85,5 mg/L 
España Cebada 21/29 11,6 
España Maíz 15/16 334,5 
España Soja 9/9 2010 
Francia Maíz transgénico 5/5 0,3 
Holanda Cereales de desayuno 1/5 1,4 
Inglaterra Maíz 214/214 6 
Italia Harina de maíz 1/1 3,5 
Italia Sémola de maíz 1/1 3,7 
Portugal Maíz 9/9 2,3 
 
a
 Incidencia = número de muestras positivas/número de muestras analizadas 
b
 Valor máximo encontrado en mg de FB1/kg de producto 
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Polonia) tienen una menor presencia de fumonisinas que los de Argentina, 
Europa del Oeste y África. Por otro lado, el maíz modificado genéticamente 
presenta una reducción de fumonisinas de hasta 15 veces frente a una variedad 
de maíz convencional. 
 
- Presencia de otros hongos micotoxigénicos. Ciertas especies de Fusarium 
podrían inhibir la infección de Aspergillus flavus, sin embargo los estudios sobre 
este poder inhibitorio siguen siendo contradictorios. Lo que sí es un hecho es la 
presencia concominante de la fumonisina B1 con otras micotoxinas, como 
pueden ser la ocratoxina A, zearalenona y deoxinivalenol entre otras. Esto puede 
llevar a efectos aditivos y sinergísticos en el desarrollo de diversas patologías. 
 
3.4.4.2  Cerveza 
 
La presencia es debida a que puede estar en algunos coadyuvantes adicionados 
en la fabricación de la cerveza, como pueden ser la sémola o el jarabe de maíz. El más 
alto nivel de FB1 se encuentra en cervezas españolas debido al reemplazamiento parcial 
de la cebada por sémola de maíz. 
 
3.4.4.3 Leche 
 
La presencia de fumonisina B1 en leche de vaca es mínima y se asume que la 
leche no contribuye a la ingesta de fumonisinas en humanos. 
 
3.4.4.4 Alimentos para animales 
 
El valor más alto es de 6590 mg/kg en alimentos para aves de corral, cuyo 
consumo se ha asociado con diarrea y un decrecimiento de peso, y en la producción de 
huevos de estos animales. 
 
 
3.4.5 Ingesta diaria 
 
La Tabla 3.10 demuestra la ingesta diaria de fumonisinas en diversos alimentos 
y países, observándose un alto riesgo en la población de Brasil, China y Sudáfrica. La 
dieta europea podía proporcionar 1.4 μg de FB1/kg de peso corporal/semana. Se propuso 
una ingesta tolerable diaria de 0.8 μg/kg para la FB1. 
 
Tabla 3.10: Ingesta diaria de fumonisinas para diferentes alimentos y países. [16] 
 
Alimento País Ingesta (ng/kg pc/día) 
Maíz Brasil 1276 
Maíz Brasil 392 
Cerveza EE.UU 20-54 
Derivados de maíz 
a
 Sudáfrica 14000-440000 
Derivados de maíz 
b
 Sudáfrica 5000-59000 
Derivados de maíz Canadá 190 
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Tabla 3.10: Ingesta diaria de fumonisinas para diferentes alimentos y países (continuación). [16] 
 
Alimento País Ingesta (ng/kg pc/día) 
Derivados de maíz Canadá 89 
Derivados de maíz Dinamarca 400 
Derivados de maíz China 460-15810 
Maíz Argentina 79-198 
Derivados de maíz Argentina 0,73-2,29 
   
a
 Para una población con alta incidencia de cáncer de esófago. 
b
 Para una población con baja incidencia de cáncer de esófago. 
 
Sin embargo las fumonisinas son compuestos de riesgos para tres grupos: 
 
1. Niños. Debido al consumo habitual de productos elaborados con maíz como 
pueden ser los cereales de desayuno y las galletas. 
 
2. Consumidores de alcohol, pues aunque la cantidad de esta micotoxina en la 
cerveza es pequeña (0.2-52.8 mg/L de FB1), es un grupo importante para los 
grandes bebedores. 
 
3. Los individuos con intolerancia al gluten, celíacos o que padezcan la enfermedad 
de Dühring (dermatitis herpetiforme caracterizada por lesiones y acompañada de 
prurito), que son un grupo importante de riesgo debido a que ellos consumen una 
dieta sin gluten en la cual el trigo, cebada, avena y centeno es sustituido por 
maíz o arroz. 
 
3.4.6 Descontaminación/Detoxificación 
 
Podemos hablar de métodos físicos, químicos y biológicos (Tabla 3.11). [9] 
 
Tabla 3.11: Métodos y porcentajes de reducción de fumonisinas en alimentos. [16] 
 
Métodos         Reducción (%) 
Métodos físicos:      
Extracción de maíz en envíos a granel   26-70 
Calentamiento de maíz húmedo (190ºC/60')
a
  80 
Calentamiento de maíz seco (190ºC/60') ó (220ºC/25') 60-100 
Hornear bollos de maíz (175ºC/20') o (200ºC/20')  16-27 
Hornear pan de maíz (232ºC/20')   48 
Extrusión de sémola de maíz(160ºC)   >50 
15kGy de irradicación en maíz   20 
Adición de adsorbentes (colestiramina)   85 
        
Métodos químicos:      
Adición de amonio    79 
Nixtamalización    >50 
Nixtamalización modificada    100 
Nixtamalización + altas temperaturas   79 
Adición de fructosa caliente (80ºC/48h)   95 
Adición de D-glucosa caliente (65ºC/48h)  95 
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Tabla 3.11: Métodos y porcentajes de reducción de fumonisinas en alimentos (continuación) 
 
Métodos         Reducción (%) 
Métodos biológicos:      
Fermentación con Exophiala spinifer   20 
Adición de aceite de clavo (eugenol)   >70 
Adición de compuestos fenólicos   94 
 
3.4.6.1  Métodos físicos 
 
En los productos de importación, sobre todo el maíz, que recorre largos trayectos 
durante períodos relativamente largos, pueden favorecer el crecimiento y proliferación 
de hongos productores de fumonisinas, por ello una preselección, extracción y 
eliminación de aquellos granos de tamaño de partícula más fino antes de su procesado 
puede ser un método bastante eficaz para reducir la concentración de fumonisina total 
en los alimentos. La efectividad de este método se incrementa si se calienta el alimento . 
 
3.4.6.2  Métodos químicos 
 
Unos de los métodos más usados para comer el maíz en América es mediante la 
elaboración de las conocidas tortitas de maíz que requieren para su elaboración un 
proceso denominado nixtamalización. Este procedimiento permite lograr, a través de la 
cocción del maíz en agua adicionada con cal, la gelificación de los almidones y otorga a 
la tortita su flexibilidad y sabor. Diversos estudios apuntan a la posibilidad de que este 
proceso favorece la hidrólisis de la FB1 para dar otro producto aún más tóxico. Otros 
estudios apunta n a que ese nuevo compuesto no es un iniciador de cáncer en hígado 
probablemente debido a la debilidad de su absorción. Por ello se recomienda una 
combinación de nixtamalización y calentamiento a alta temperatura para reducir de 
manera efectiva esta micotoxina. El uso de determinados azúcares (glucosa o fructosa) 
en caliente durante 48 horas puede reducir la cantidad de fumonisina hasta un 95%. 
 
3.4.6.3  Métodos biológicos 
 
Diversos métodos tales como el uso de levaduras fermentadoras como la Exophiala 
spinifer o el uso de aceites podrían ser efectivos en la reducción de micotoxinas de los 
alimentos. 
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4 ADSORCIÓN Y ADSORBENTE 
 
4.1 ADSORCIÓN 
 
La adsorción es la separación y concentración de uno o más componentes de un 
sistema sobre una superficie sólida o líquida. La adsorción se da en diferentes sistemas 
como son: sólido-liquido, sólido-gas y líquido-gas. Los componentes se distribuyen 
selectivamente entre ambas fases.  
 
La adsorción es la transferencia de un soluto en un gas o líquido (adsorbato) hacia 
la superficie de un sólido (adsorbente) en donde el soluto es retenido por moléculas 
sólidas. En la figura 4.1 se observa la estructura de los adsorbentes. [13] 
 
 
 
Figura 4.1: Estructuras de adsorbentes 
 
La adsorción es un proceso en el cual las moléculas o átomos de una fase 
interpenetran casi uniformemente en los de otra fase constituyéndose una solución con 
esta segunda. El término porción incluye la adsorción y absorción conjuntamente, el 
componente se mueve desde una fase para acumularse en otra, principalmente en los 
casos en que la segunda fase es sólida. 
 
Generalmente, los solutos más fáciles para adherirse son los compuestos más 
complejos, y los sólidos más usados son el carbón activado, alúmina activada, gel de 
sílice, algunas tierras o arcillas especialmente activadas, entre otras. 
 
La adsorción no se debe confundir con la absorción. La diferencia está en que 
esta última implica la acumulación de la sustancia absorbida en todo el volumen del 
absorbente, no solamente en su superficie. (Ver figura 4.2). 
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Figura 4.2: Representación de los procesos de adsorción y absorción 
 
4.1.1 Las características principales de la adsorción 
 
-Selectividad: La cantidad adsorbida depende en gran medida de la naturaleza y 
del tratamiento previo al que se haya sometido a la superficie del adsorbente, así como 
de la naturaleza de la sustancia adsorbida. Al aumentar la superficie de adsorbente y la 
concentración de adsorbato, también aumenta la cantidad adsorbida. 
 
-Velocidad: Es un proceso rápido cuya velocidad aumenta cuando sube la 
temperatura, pero que desciende al incrementar la cantidad adsorbida. 
 
-Espontaneidad: Es un proceso espontáneo y generalmente exotérmico. En 
cambio en la entalpía cuando un mol de adsorbato es adsorbido por la cantidad 
apropiada del adsorbente se conoce como la entalpía de adsorción. 
 
-Temperatura: en la mayoría de los casos, la adsorción es exotérmica. Cuando 
aumenta la temperatura disminuye la cantidad adsorbida. 
 
4.1.2 Tipos de adsorción 
 
Se distinguen tres tipos de adsorción, si la atracción entre el soluto y el adsorbente 
es de tipo eléctrico, de Van der Waals o de naturaleza química: 
 
- La adsorción de tipo eléctrico se debe al intercambio iónico. Este es un proceso 
mediante el cual por atracción electrostática se concentran los iones de una 
sustancia y así pueden llegar a adsorberse. 
 
- La adsorción física se debe a las fuerzas de Van del Waals. En estos casos, la 
molécula adsorbida no está fija en un lugar específico de la superficie, ésta se 
encuentra libre dentro de la interfase.  
 
- Si el adsorbato sufre una interacción química con el adsorbente, el fenómeno se 
llama adsorción química, adsorción activa o quimisorción. Las energías de 
adsorción son elevadas, del orden de las de un enlace químico, debido a que el 
adsorbato forma unos enlaces fuertes localizados en los centros activos del 
adsorbente. Esta adsorción suele estar favorecida a una temperatura elevada. 
 
La mayor parte de los fenómenos de adsorción son combinaciones de las tres 
formas de adsorción y, de hecho, no es fácil distinguir entre adsorción física y química. 
 __________________________________________  ADSORCIÓN Y ADSORBENTE 
47 
 
4.1.3 Factores en los procesos de adsorción 
 
Los factores que influyen en los procesos de adsorción son: 
 
-Superficie específica y porosidad del sólido 
-Tamaño de partícula 
-Tamaño, estructura y distribución de los poros 
 
Además, las siguientes características son muy importantes en las etapas de 
transferencia de masa por adsorción: 
 
• Difusión del soluto desde la fase fluida hasta superficie externa del adsorbente. 
 
• Difusión de las moléculas de adsorbato hasta el interior de los poros para 
alcanzar la superficie libre de estos. 
 
• Adsorción de las moléculas de soluto sobre la superficie del sólido, por fuerzas 
de tipo físico o químico. 
 
• Afinidad respecto del adsorbato, que depende de los grupos funcionales 
existentes en la superficie del adsorbente. 
 
• Presión parcial o concentración del adsorbato en la fase fluida. 
 
La capacidad final del adsorbente para un determinado soluto puede utilizarse o 
no plenamente en las condiciones del proceso real. En el límite, se establece un 
equilibrio entre la concentración del adsorbato en disolución y la masa del mismo 
adsorbida por unidad de masa (o de superficie) del adsorbente; en muchos casos esta 
relación de equilibrio se puede formular mediante ecuaciones relativamente sencillas, 
como la debida a Freundlich. Es importante el carácter polar de las moléculas de 
adsorbato, así como el tamaño de las mismas. Se puede decir que el soluto se adsorberá 
más fácilmente cuando la afinidad de aquél por la superficie sea superior a su afinidad 
por el disolvente. Por tanto, la energía de unión entre la superficie y la sustancia 
considerada depende de la naturaleza de los solutos que han de adsorberse. 
 
Hay que conocer los aspectos cinéticos y termodinámicos del proceso, con los 
mecanismos y las resistencias que los regulan, pues éstas determinan el tiempo de 
contacto necesario y así, el tamaño de las instalaciones. 
 
4.1.4 Las condiciones del medio 
 
- El pH de la disolución que tiene lugar en el proceso influye en el grado de 
adsorción por varias razones. Debido a que los grupos hidroxílicos adsorben de forma 
bastante fuerte, la adsorción de otros iones viene influenciada por el pH de la solución. 
Además, el pH influye en la adsorción ya que también influye en el grado de ionización 
de los compuestos ácidos o básicos, el cual es un factor determinante de la adsorción. 
 
- La temperatura influye sobre la velocidad del proceso y el estado final de 
equilibrio. Las reacciones de adsorción son normalmente exotérmicas, por tanto el 
grado de adsorción acostumbra a aumentar cuando disminuye la temperatura. Hay que 
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tener en cuenta que pequeñas variaciones de temperatura no alteran mucho el proceso 
de adsorción. 
 
4.1.5 Los factores económicos 
 
Desde el punto de vista industrial, las consideraciones económicas del proceso 
han de tener en cuenta tanto la inversión necesaria, incluida la planta de regeneración 
del adsorbente si la hubiese, como los costes de operación. Cabe destacar el precio del 
adsorbente, la capacidad del mismo que determina la dosis necesaria y las posibilidades 
técnico-económicas de su regeneración.  
 
4.1.6 Proceso de adsorción 
 
El proceso de adsorción incluye tres pasos necesarios: 
 
Paso 1.- En primer lugar el fluido debe entran en contacto con el adsorbente 
(donde se establece un equilibrio entre el fluido adsorbido y el fluido que permanece en 
la fase fluida) para que el compuesto para adsorber que adsorba en forma preferencial o 
selectiva sobre la adsorbente. 
 
Paso 2.- El fluido no adsorbido debe separarse de la mezcla adsorbente – 
adsorbato. 
 
Paso 3.-  El adsorbente debe regenerarse, mediante la eliminación del adsorbato, 
o bien, desecharse el utilizado o reemplazarse por uno nuevo. 
 
4.1.7 Isotermas de adsorción 
 
La adsorción positiva en un sistema sólido-liquido proviene de la separación del 
soluto de la solución y su concentración en la superficie de un sólido hasta que se 
establece un equilibrio dinámico en la superficie, entre la concentración de soluto que 
permanece en solución y la concentración superficial del soluto. En el equilibrio, existe 
una distribución definida de soluto entre las fases líquida y sólida. La relación de 
distribución es una medida de la posición del equilibrio en el proceso de adsorción, y 
puede ser una función de la concentración del soluto, concentración y naturaleza de los 
solutos competitivos, naturaleza de la solución, etc. La forma preferida para expresar 
esta distribución consiste en expresar la cantidad qe como una función de C a una 
temperatura fija; la cantidad qe es la cantidad de soluto absorbido por unidad en peso de 
adsorbente sólido, y C es la concentración del soluto que permanece en solución en el 
equilibrio. Una expresión de este tipo se llama isoterma de adsorción. La isoterma de 
adsorción es una función de la variación de la adsorción con la concentración de 
adsorbato en la masa principal de la solución y a temperatura constante. La cantidad de 
material adsorbido por peso unitario de adsorbente aumenta al aumentar la 
concentración, pero no según una proporción directa. 
 
Pueden ocurrir varios tipos de relaciones isotérmicas de adsorción (figura 4.3). 
La relación más corriente entre qe y C se obtiene para los sistemas en que la adsorción 
desde la solución da lugar a la deposición de una capa simple aparente de moléculas de 
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soluto sobre la superfície del sólido (Tipo I). Pueden formarse tambien capas 
multimoleculares de soluto (Tipo II). 
 
 
 
Figura 4.3: Relaciones isotérmicas de adsorción 
 
Entonces, para una descripción rigurosa del proceso debemos recurrir a modelos 
de adsorción más complejos. Como la adsorción total no se puede medir, se determina 
la adsorción relativa o aparente. El procedimiento más usual es tratar un volumen 
conocido de solución con un peso conocido de adsorbente (volumen solución/masa 
adsorbente). Como resultado de la adsorción preferente de soluto se observa que la 
concentración de soluto del líquido disminuye desde el valor inicial C0 al valor final en 
el equilibrio Ceq (masa soluto/volumen líquido). 
 
La adsorción aparente del soluto también se denomina capacidad de adsorción 
del adsorbente (menospreciando cualquier cambio de volumen en la solución) siendo: 
 
 
 
Donde: 
 
(C0 – Ceq) · V: es la masa del soluto adsorbido 
 
m: es la masa del adsorbente 
 
q: es la capacidad de adsorción del adsorbente 
 
4.1.7.1 Tipos de isotermas de adsorción 
 
En la figura 4.4 se representan algunas de las formas típicas de isotermas. La 
isoterma lineal pasa por el origen de coordenadas y la cantidad adsorbida es 
proporcional a la concentración en el fluido. Las isotermas que son convexas hacia 
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arriba se denominan favorables, ya que se puede obtener una carga relativamente 
elevada del sólido para una concentración baja de fluido. 
 
El caso límite de una isoterma muy favorable es la adsorción irreversible, donde 
la cantidad adsorbida es independiente de la disminución de concentración hasta valores 
muy bajos. Todos los sistemas presentan una disminución de la cantidad adsorbida al 
aumentar la temperatura y por tanto, el adsorbente puede desadsorberse aumentando la 
temperatura, incluso para los casos llamados “irreversibles”. A pesar de esto, la 
desorción requiere una temperatura mucho más elevada cuando la adsorción es muy 
favorable o irreversible cuando las isotermas responden a un modelo lineal. 
 
Cuando una isoterma es cóncava hacia arriba recibe el nombre de desfavorable 
ya que se obtienen cargas de sólido relativamente bajas y conducen a largas zonas de 
transferencia de materia en el lecho. Las isotermas de esta forma son raras pero 
interesantes para ayudar a comprender el proceso de regeneración. 
 
Si la isoterma de adsorción es favorable, la transferencia de materia desde el 
sólido hacia la fase fluida tiene características similares de la adsorción con una 
isoterma desfavorable. 
 
 
 
Figura 4.4: Diferentes isotermas de adsorción 
 
Hay seis tipos de isotermas de adsorción que están representadas gráficamente 
(figura 4.5) en la siguiente figura: 
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Figura 4.5: Tipos de isotermas de adsorción 
 
El tipo I se caracteriza por una aproximación monótona hasta una capacidad de 
adsorción límite que corresponde a la formación de una monocapa completa. También 
se caracteriza porque la adsorción se produce a presiones relativas bajas. Este tipo se 
encuentra en sistemas en los cuales el adsorbato se adsorbe de forma química. Las 
isotermas de tipo I se han observado en adsorbentes microporosos como el carbón 
vegetal o animal, sílica gel y mallas moleculares, en los que los capilares tienen una 
anchura de sólo unos cuantos diámetros moleculares. 
 
La isoterma de tipo II es característica de la formación de capas múltiples de 
moléculas de adsorbato sobre la superficie sólida. Este tipo se presenta en sólidos 
macroporosos o no porosos. 
 
Las isotermas de tipo III, aunque son similares a las de tipo II, dado que se han 
observado en sólidos no porosos, son relativamente raras. Ocurren cuando la relación de 
adsorbato y adsorbente es baja. La forma de las isotermas de tipo III también sugiere la 
formación de multicapas. 
 
La isoterma de tipo IV es característica de sólidos mesoporosos. Presenta un 
incremento de la cantidad adsorbida importante a presiones relativas intermedias, y 
ocurre mediante un mecanismo de llenado en multicapas. 
 
La isoterma de tipo V, igual que la isoterma de tipo III, se caracteriza de 
interacciones adsorbato-adsorbente débiles, pero se distingue de la anterior en que el 
tramo final no es asintótico. 
 
La isoterma de tipo VI es poco frecuente. Este tipo de adsorción en escalones 
ocurre sólo para sólidos con una superficie no porosa muy uniforme. [20, 21] 
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4.1.7.2 Modelos de Langmuir y de Freundlich 
 
La comprobación de que una isoterma determinada puede describir el equilibrio 
en un sistema dado, y el cálculo de sus parámetros, es un resultado que se puede utilizar 
en modelos matemáticos que permiten predecir el comportamiento de la adsorción en 
columnas cromatográficas, en determinadas condiciones de operación. Por lo tanto, 
estos modelos se pueden emplear en la optimización del proceso. 
 
Los modelos de Langmuir y Freundlich se usan para describir el equilibrio entre 
la micotoxina adsorbida por las perlas de alginato (q) y la concentración que ha quedado 
en la solución (Ceq) a una temperatura constante. 
 
La ecuación de Langmuir se refiere a una adsorción de monocapa  dentro de una 
superficie que contiene un número finito de sitios disponibles: 
 
eqL
eqLm
CK
CKq
q


1  
 
Donde: 
 
q: capacidad de intercambio en el equilibrio 
 
Ceq: concentración de equilibrio del soluto en el líquido 
 
qm: cantidad máxima de micotoxina por unidad de peso de alginato para formar 
una monocapa completa en la superficie (mg·g
−1
). Representa la capacidad máxima de 
adsorción de la superficie del adsorbente. 
 
KL: es una constante relacionada con la afinidad de los sitios de unión con las 
micotoxinas 
 
La ecuación empírica de Freundlich se aplica a  la adsorción de superficies 
heterogéneas: 
 
n
eqFCKq
/1
 
 
Donde: 
 
q: capacidad de intercambio en el equilibrio 
 
Ceq: concentración de equilibrio del soluto en el líquido 
 
KF: constante. Es un indicador  de la capacidad de absorción 
 
n: constante adimensional. Indica el efecto de la concentración en la capacidad 
de absorción y representa la intensidad de adsorción 
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Figura 4.6: Isotermas de adsorción de los modelos de Langmuir y Freundlich 
 
Aparte de los modelos matemáticos de Langmuir y Freundlich existen un gran 
número de expresiones matemáticas para describir el equilibrio isotérmico de la 
adsorción. Cada una con un nivel de complejidad diferente, y que van desde expresiones 
empíricas hasta las teóricas que tienen como base asuntos de tipo cinético y 
termodinámico. [14] 
 
Tabla 4.1: Otros modelos matemáticos: 
 
 
CAPÍTULO Nº 4  ________________________________________________________ 
54 
 
4.2 ADSORBENTE: ALGINATO DE CALCIO 
 
4.2.1 Introducción 
 
El alginato es un polisacárido que se obtiene en gran cantidad en las algas 
marinas pardas, crecen en todas las regiones de aguas frías del mundo. Se suele 
encontrar en las costas de Noruega, en el Cantábrico, en China y Japón y en aguas del 
Pacifico. Su peso en base seca esta entre el 30 y el 60%. Existe una gran variedad de 
especies que varían en tamaño, forma, porcentaje y calidad del alginato que producen. 
 
El alginato fue estudiado por primera vez por E. C. Stanford, quien encontró que 
la sustancia poseía propiedades como espesante y formador de geles. Los alginatos son 
usados en la industria alimenticia, como aditivos; en la industria farmacéutica como 
agente fijador o como principio activo; en la industria textil como impermeabilizante de 
tejidos; también como prótesis dentales. 
 
Los géneros de algas pardas con gran interés industrial son: Lessonia, Durvillez 
Antártica, Ascophyllum, Macrocystis Pyrifera, Fucus, Laminaria, etc. Estas alcanzan 
una longitud de 1 a 2,5 metros y en algunos géneros de Macrocystis de hasta 8 metros. 
Su temperatura es de 13º a 20 º y se encuentran a una profundidad entre 20 y 30 metros 
a nivel bajo de las mareas. [10] 
 
4.2.2 Estructura química 
 
Los alginatos son una familia de heteropolímeros lineales compuestos por 
monómeros de ácido manurónico (M) y su epímero el ácido gulurónoico (G) los cuales 
están unidos por enlaces β(1-4). La distribución y contenido de los monómeros puede 
ser muy variada y va desde cadenas con secuencia alternas MGMGMG, bloques 
MMMGGGMMM, en las que el número de monómeros en los bloques es también muy 
variable. 
 
Las algas sintetizan el alginato como un polímero de ácido manurónico, que 
después mediante una epimerización enzimática se transforma acido manurónico en 
gulurónico. 
 
 
 
Figura 4.7: Ácidos manurónico y gulurónico 
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El producto final contiene tres tipos de segmentos de bloque homopolímeros. 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.8: Estructuras M-M, G-G y M-G-M 
 
Segmento de bloque M con uniones M-M 
 
 
 
 
 
Figura 4.9: Bloques M-M 
 
Segmento de bloque G con uniones G-G  
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Figura 4.10: Bloques G-G 
 
Segmento de bloque M y G con uniones M-G. 
 
 
 
Figura 4.11: Bloques M-G-M 
 
La composición del alginato depende del desarrollo del alga. Las algas más 
jóvenes tienen menor contenido de alginato, viscosidad y capacidad gelificante que las 
algas maduras. Las proporciones relativas de este tipo de secuencias o bloques varían 
con la fuente botánica, con el grado de madurez del alga y con el habitad del alga. El 
peso molecular del alginato puede ser de hasta 100000. 
 
4.2.3 Propiedades de un buen adsorbente 
  
Las características importantes que debe reunir un buen adsorbente son las 
siguientes: 
 
• Alta capacidad de adsorción. La relación dé equilibrio entre las fases influye en 
la eficacia con que se alcanza la capacidad final y, en muchos casos, controla la 
capacidad real del soluto. 
 
• Propiedades físicas y tamaño de partícula adecuados para garantizar la 
necesaria resistencia mecánica y facilidad de manejo, produciendo la menor pérdida de 
carga posible tanto en lechos fijos como en los móviles o fluidizados. 
 
• Coste bajo. Tanto de la materia prima como del proceso de fabricación. 
 
• Fácil regeneración. Por desorción, especialmente en el caso de los procesos 
continuos.  
 
4.2.4 Propiedades del alginato de calcio 
 
En presencia de calcio, el alginato puede formar una estructura conocida como 
“caja de huevos”.  
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Figura 4.12: Estructura “caja de huevos” 
 
Esto permite la unión de dos cadenas de polímero con lo que se consigue 
aumentar mucho el peso molecular y el volumen de las moléculas, aumentando por 
consiguiente la viscosidad. En presencia de calcio u otros iones divalentes, los alginatos 
forman geles termo-irreversibles. La variabilidad en la composición de los monómeros 
del alginato le confiere también variabilidad en la capacidad de gelificación: un alginato 
con alto contenido de ácido gulurónico genera geles rígidos, mientras que uno de bajo 
contenido produce geles suaves y elásticos. Los iones de calcio se sitúan como puentes 
entre los grupos con carga negativa del ácido gulurónico. La estructura tridimensional 
de las cadenas de ácido gulurónico generan distancias entre los grupos carboxilos e 
hidroxilos que permiten un alto grado de coordinación de iones calcio (figura 4.12). Las 
principales propiedades de los alginatos son la viscosidad y la capacidad gelificante. 
 
Las zonas con ácido gulurónico son zonas de unión entre cadenas, mientras que 
las de ácido monurónico son de interacción con el agua. 
 
Hay diferentes porcentajes de M/G y contenido de alginato para varias especies 
de algas pardas. 
 
Tabla 4.2: Cantidades de M/G en diferentes tipos de algas 
 
Alga parda %G %M M:G 
Contenido de 
sodio (% sobre 
algas pardas) 
Laminaria digitata 55 45 1:20 20-26 
Laminaria hyperborea 30 70 0:45 25-27 
Macrocystis pyrifera 60 40 1:50 26 
Ascophyllum nodosum 65 35 1:85 26-28 
Lessonia nigrescens 60 40 1:50 35 
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El alginato, en forma de sal sódica, potásica o magnésica, es soluble en 
soluciones acuosas a pH por encima de 3,5. También es soluble en mezclas de agua y 
solventes orgánicos miscibles con ella, como el alcohol, pero es insoluble en leche, por 
la presencia de calcio. La viscosidad de las soluciones de alginato depende de la 
concentración, elevándose mucho a partir del 2%, y de la temperatura, disminuyendo al 
aumentar ésta. 
 
Puede formar esferas de gel haciendo caer gotas de disolución de alginato en una 
disolución diluida de cloruro de calcio. Así puede obtenerse "caviar de...", según el 
líquido en el que se disuelva el carragenano, con el interior líquido si se sacan con 
rapidez o sólido si se dejan en contacto con el cloruro de calcio. [12] 
 
 
 
Figura 4.13: Perlas de alginato de calcio 
 
4.2.4.1 Propiedades físico químicas 
 
Estabilidad. 
 
El compuesto algínico se debe almacenar en un lugar fresco y a una temperatura 
de 25ºC o inferior, si por el contrario, las temperaturas fueran elevadas perdería o 
disminuirían sus propiedades de viscosidad y fuerza de geles. 
 
La zona de almacenaje del alginato deberá estar a una humedad ambiente que no 
supere su contenido usual de humedad (10-13%), sino incrementaría su 
depolimerización y por lo tanto disminuiría su viscosidad. 
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Viscosidad 
 
La viscosidad, en soluciones de alginato, es la propiedad fundamental junto a sus 
propiedades reactivas con el calcio. Sus características como espesantes, gelificantes, 
estabilizantes, etc. son gracias a la viscosidad. 
 
Las soluciones de alginato tienden a un comportamiento pseudoplástico, a la 
hora de su aplicación, la viscosidad se reducirá al aumentar el grado de agitación o 
bombeo. También puede causar un comportamiento tixotrópico, en el cual la viscosidad 
varía con el tiempo a una velocidad de agitación constante. 
 
La viscosidad depende de numerosos factores, entre los que hay: 
 Peso molecular: Si el peso molecular es alto, su viscosidad será alta. 
 Concentración: Variando las concentraciones se puede controlar los diferentes 
grados de viscosidad pudiendo ser alta, media y baja. 
 Temperatura: En las soluciones de alginatos decrece un 2,5% la viscosidad por 
cada grado que aumenta la temperatura, sin embargo, si las soluciones de 
alginato se mantienen a temperaturas elevadas (50ºC) durante periodos largos de  
tiempo, la viscosidad decrece a causa de un proceso de despolimerización. 
 pH: para soluciones de alginato de sodio la viscosidad es independiente entre 
pH‟s 5 y 10, cuando se aproxima a pH‟s 6-8, debido a los grupos carboxilos que 
incrementan su capacidad de unión de moléculas de agua, la viscosidad es 
ligeramente mayor. Por debajo de pH 4,5 la viscosidad aumenta por la baja 
solubilidad del ácido algínico, el cual precipita a un pH de 3-3,5 en forma de gel. 
 Fuerza iónica: Por la adición de sales de cationes monovalentes, la viscosidad de 
las soluciones de alginato de sodio decrecen, en cambio al agregar metales 
polivalentes, como el calcio, la viscosidad se incrementa al aumentar la 
concentración de los mismos, teniendo en cuenta cambios tixotrópicos. 
 
4.2.5 Extracción de alginatos 
 
El método de Green para la obtención de alginatos se puede dividir en tres 
etapas: [11] 
 
Etapa 1: Tratamiento primario 
 
Etapa 2: Extracción de alginato de sodio 
 
Etapa 3: Purificación 
 
4.2.5.1 Etapa 1: Tratamiento primario 
 
Las algas pardas de gran tamaño obtenidas en las aguas del mar, pasan por un 
proceso de secado, a continuación las algas son molidas hasta reducir su tamaño a 1 cm 
de diámetro. Luego se tamizan para separar la alga de la arena que puedan llevar cuando 
se han extraído del mar. Después de esta etapa el sólido estará seco, triturado y sin 
partículas arenosas. 
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4.2.5.2 Etapa 2: Extracción de alginato de sodio 
 
Se permite el intercambio de los cationes, normalmente Ca
++
, Mg
++
, K
+
 y Na
+ 
por H
+
, a través de una lixiviación con acido clorhídrico. Así se transforman los 
alginatos en acido algínico (insoluble), como se puede ver en la siguiente reacción: 
 
MCl HAlg  HCl  MAlg   
 
Se realiza un lavado y filtrado para eliminar todo el acido clorhidrico que se ha 
utililizado y que pueda ocasionar dificultades en posteriores etapas. 
 
El residuo sólido se separa y se prepara para una maceración, el ácido algínico se 
somete a un tratamiento alcalino para solubilizar el extracto como alginato de sodio. 
 
La obtención del alginato de sodio crudo, permite la separación del alginato de 
la matriz sólida mediante métodos físicos (filtración, centrifugación, decantación, etc.) 
dado que el alginato de sodio es soluble. Se emplean distintos agentes proveedores de 
sodio (CO3Na2, NaOH y NaCl) a distintas concentraciones, se trabaja a temperaturas 
entre 20 y 80 ºC con un baño termostático durante 0,5 y 3 horas.  
 
La reacción que sucede en esta operación es: 
 
3232 COH  2NaAlg   CONa  2HAlg   
 
Una vez obtenido el alginato de sodio, las algas entran en una fase de hidratación 
con grandes cantidades de agua, aumento de la temperatura y agitación de la masa, para 
pasar a la fase acuosa. 
 
A través de un proceso de centrifugación se obtiene el alginato de sodio crudo, con 
impurezas o contaminantes que resistieron el ataque ácido y básico y se separaron en la 
misma fase que este alginato. 
 
4.2.5.3 Etapa 3: Purificación 
 
La purificación consiste en cambiar de fase el compuesto de interés para eliminar 
con la otra fase los contaminantes, en este caso se precipitará con cloruro de calcio el 
alginato quedando los contaminantes, en su gran mayoría, en las aguas sobrenadantes. 
 
2NaCl  CaAlg   CaCl  2NaAlg 22   
 
El precipitado se separó por tamizado, flotación y centrifugación. El sólido 
obtenido, Alginato de calcio, fue blanqueado y desodorizado mediante un lavado con 
NaClO. El alginato de calcio es de interés comercial obtenido en forma purificada, a 
partir de él pueden obtenerse los restantes.  
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A continuación el alginato de Calcio se acidifica con acido clorhidrico al 5%, para 
transformarse en ácido algínico, como se muestra en la siguiente reacción: 
 
22 CaCl  HAlg  2HCl  CaAlg   
 
El ácido algínico se escurre y se seca en estufa de vacío a 50°C hasta peso constante. 
Esto permite retirar el agua absorbida. 
 
El último producto buscado es el alginato de sodio el que se consigue desde la 
solución ácida de ácido algínico por alcalinización con NaOH 5 N, como este alginato 
es soluble en agua se seca en estufa de vacío a 50°C hasta peso constante. 
 
OH  NaAlg  NaOH   HAlg 2  
 
 
 
Figura 4.14: Diagrama de flujo de las etapas1, 2 y 3 
 
4.2.6 Aplicaciones  
 
Son sales de ácido algínico que pueden ser formadas con metales ligeros como 
sodio, potasio, magnesio, o hierro (ferroso), que forman sales solubles en agua, dando 
así, alta viscosidad, por lo que pueden ser usados como emulsionantes. 
 
Las industrias que consumen mayor cantidad de alginatos son la textil y la 
papelera. La primera los emplea en los colorantes. La segunda los utiliza como 
aditamento en los adhesivos para cartones corrugados y de los films con que se recubren 
los papeles de alta calidad. 
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Un 30 % de la producción de alginatos se destina a la industria alimenticia para 
la confección de frutas artificiales y para rellenos de aceitunas.  
 
También se utilizan para industrializar camarones, carne, anillos de cebolla y 
una variedad de comidas semi artificiales en base a pastas homogeneizadas con 
alginatos de sodio, a las que se dan formas más o menos naturales. Esto ha permitido, 
no sólo el empleo de pescados para los que no había un mercado, sino también el 
completo aprovechamiento de materiales caros, como los langostinos o camarones. 
 
Un 5% de los alginatos se usa en la industria farmacéutica y de cosméticos. Son 
bien tolerados en contacto con la piel, refrescantes, lubricantes y de bajo contenido en 
lípidos. [15] 
 
Además se incorporan en jabones, champúes y cremas de afeitar como 
suavizantes y estabilizantes de las espumas y como hidratantes del cabello.  
Otros usos de los alginatos son soldaduras, vendajes bioactivos, moldes dentales, 
dispensador de herbicidas, etc.  
 
Aplicaciones del alginato: 
 
En la tabla 4.3 se pueden observar las aplicaciones alimenticias, farmacéuticas, 
textiles e industriales que se aplican para el alginato de calcio 
 
• Alimenticias: Espesante, estabilizante o propiedades de uspensión en jugos de 
fruta, salsa de ensaladas, milk shakes, salsas, cremas, cerveza, adornos para postres. 
Propiedades gelificantes en alimentos para animales, relleno de aceitunas, gelatinas. 
Control en fabricación de quesos, fabricación de helado, cubiertas de frutas en postres. 
 
• Farmacéuticas: Propiedades espesantes en jarabes, emulsiones, lociones, 
cremas. Características de rápida hidratación en desintegración de tabletas, controlador 
de irrigación de droga. Propiedades gelificantes en polvos de impresión dental. 
 
• Textiles: Propiedades gelificantes en gomas para impresión, propiedades de 
limpieza, sistemas reactivos de tinta, sistemas de dispersión de tinta, inhibidor de 
transporte fluido, baños de tinta. 
 
• Otras: Propiedades de formación de película, interacción con sílicatos, 
electrodos de soldadura, sellado de conservas, barnices, cerámicas, pinturas cremosas. 
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Tabla 4.3: Aplicaciones del algianto de calcio 
 
 
 
4.3 INTERACCIÓN 
 
El alginato posee una estructura formada por bloques G (ácido gulurónico), que 
como ya hemos dicho en otro apartados son los bloques G que con sus terminales 
carboxilos reaccionan con el ion calcio, al ser el calcio un ión divalente necesita dos 
cargas negativas, por lo que el calcio se une a los grupos carboxílicos (del alginato) 
mediante enlace iónico y es por eso que se unen las dos cadenas poliméricas. 
 
Este fenómeno consigue una estructura que aumenta el espacio tridimensional 
entre la molécula y por tanto crea una mayor capacidad de adsorción a la hora de 
interactuar con las micotoxinas 
 
4.3.1 Interacción micotoxinas - alginato 
 
La capacidad reactiva de los grupos hidroxilo hidratados de las micotoxinas 
interactúan con los adsorbentes hidratados. Los grupos hidroxilo hidratados pueden 
proceder de las micotoxinas como la zearalenona, deoxinivalenol, fumonisina o bien 
puede proceder de ciertos adsorbentes hidratados como es el caso más estudiado de los 
silicatos. 
 
En este estudio proponemos la interacción a partir de los grupos hidroxilos 
hidratados del alginato. 
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Este tipo de unión, con enlace puentes de hidrógeno entre micotoxinas y el 
adsorbente de micotoxinas (alginato de calcio), se produce tal y como se describe en las 
siguientes figuras: 
 
En el caso de la micotoxina zearalenona y alginato: 
 
 
 
Zearalenona     Alginato 
 
                 
 
Figura 4.15: Estructuras de ZEA y alginato 
 
Como se aprecia en la figura 4.15 los terminales hidroxilo de la estructura 
tridimensional del alginato actúan como fijadores de los átomos de oxígeno de la 
micotoxina zearalenona, mediante la formación de puentes de hidrógeno. 
 
Interacción DON y Alginato: 
 
 
 
Alginato    DON 
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Figura 4.16: Estructuras de DON y alginato 
 
En el caso del DON, ocurre la misma fijación de terminales que en el caso de la 
zearalenona, los terminales del grupo carbonilo de la micotoxina y los grupos hidroxilo 
del alginato forman puentes de hidrogeno. 
 
Fumonisina B2 y Alginato: 
 
 
 
Alginato           Fumonisina B2 
 
                        
 
Figura 4.17: Estructuras de fumonisina B2 y alginato 
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Y Fumonisina B1-Alginato: 
 
 
 
Alginato                          Fumonisina B1 
 
                 
 
Figura 4.18: Estructuras de fumonisina B1 y alginato 
 
La fumonisina a diferencia de la ZEA y el DON presenta un grupo el cual también 
puede formar puentes de hidrogeno con los grupos hidroxilo del alginato. En 
prespectivas de futuro se podrian realizar mas ensayos con este tipo de micotoxina para 
concretar si se posee una mayor adsorción al tener mas grupos que puedan formar 
puentes de hidrogeno. 
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5 MÉTODOS ANALÍTICOS 
 
5.1 CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA PRESIÓN (HPLC) 
 
5.1.1 Introducción 
  
La cromatografía líquida de alta presión (HPLC) es un tipo de cromatografía en 
columna utilizada frecuentemente en bioquímica y química analítica. El HPLC es una 
técnica utilizada para separar los componentes de una mezcla basándose en diferentes 
tipos de interacciones químicas entre las substancias analizadas y la columna 
cromatográfica. 
 
En la HPLC isocrática el compuesto pasa por la columna cromatográfica a través 
de la fase estacionaria (normalmente, un cilindro con pequeñas partículas redondeadas 
con ciertas características químicas en su superficie) mediante el bombeo de líquido 
(fase móvil) a alta presión a través de la columna. La muestra a analizar es introducida 
en pequeñas cantidades y sus componentes se retrasan diferencialmente dependiendo de 
las interacciones químicas o físicas con la fase estacionaria a medida que adelantan por 
la columna. El grado de retención de los componentes de la muestra depende de la 
naturaleza del compuesto, de la composición de la fase estacionaria y de la fase móvil. 
El tiempo que tarda un compuesto en ser eluido de la columna se denomina tiempo de 
retención y se considera una propiedad identificativa característica de un compuesto en 
una determinada fase móvil y estacionaria. La utilización de presión en este tipo de 
cromatografías incrementa la velocidad lineal de los compuestos dentro la columna y 
reduce así su difusión dentro de la columna mejorando la resolución de la 
cromatografía. Los disolventes más utilizados son el agua, el metanol y el acetonitrilo. 
El agua puede contener tampones, sales, o compuestos que ayudan a la separación de 
los compuestos. 
 
Una mejora introducida en la técnica de HPLC descrita es la variación en la 
composición de la fase móvil durante el análisis, conocida como elución en gradiente. 
Un gradiente normal en una cromatografía de fase reversa puede empezar a un 5% de 
acetonitrilo y progresar de forma lineal hasta un 50% en 25 minutos. El gradiente 
utilizado varía en función de la hidrofobicidad del compuesto. El gradiente separa los 
componentes de la muestra como una función de la afinidad del compuesto por la fase 
móvil utilizada respecto a la afinidad por la fase estacionaria. En el ejemplo, utilizando 
un gradiente agua/acetonitrilo los compuestos más hidrofílicos eluirán a mayor 
concentración de agua, mientras que los compuestos más hidrofóbicos eluirán a 
concentraciones elevadas de acetonitrilo. A menudo, hace falta realizar una serie de 
pruebas previas por tal de optimizar el gradiente de forma que permita una buena 
separación de los compuestos. 
 
5.1.2 Tipo de HPLC utilizado: cromatografía de fase reversa 
 
La HPLC de fase reversa (RP-HPLC) consiste en una fase inmóvil apolar y una 
fase móvil de polaridad moderada. Una de las fases estacionarias más comunes de este 
tipo de cromatografía es la sílica tratada con RMe2SiCl, dónde la R es una cadena alquil 
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tal como C18H37 ó C8H17. El tiempo de retención es mayor para las moléculas de 
naturaleza apolar, mientras que las moléculas de carácter polar eluyen más rápidamente. 
 
El tiempo de retención aumenta con la adición de disolvente polar a la fase móvil 
y disminuye con la introducción de disolventes más hidrofóbicos. La cromatografía de 
fase reversa es tan utilizada que a menudo se lo denomina HPLC sin ninguna 
especificación adicional. La cromatografía de fase reversa se basa en el principio de las 
interacciones hidrofóbicas que resultan de las fuerzas de repulsión entre un disolvente 
relativamente polar, un compuesto relativamente apolar, y una fase estacionaria apolar. 
La fuerza conductora en la unión del compuesto a la fase estacionaria es la disminución 
del área del segmento apolar del analito expuesto al disolvente. Este efecto hidrofóbico 
está dominado por la disminución de la energía libre de la entropía asociada con la 
minimización de la interfase compuesto-disolvente polar. El efecto hidrofóbico 
disminuye con la adición de disolvente apolar a la fase móvil. Esto modifica el 
coeficiente de partición de forma que el compuesto se mueve por la columna y eluye. 
 
Las características del compuesto de interés juegan un papel muy importante en la 
retención. En general, un compuesto con una cadena alquil larga se asocia con un 
tiempo de retención mayor porque aumenta la hidrofobicidad de la molécula. Aun así, 
las moléculas muy grandes pueden ver reducida la interacción entre la superficie del 
compuesto y la fase estacionaria. El tiempo de retención aumenta con el área de 
superficie hidrofóbica que suele ser inversamente proporcional al tamaño del 
compuesto. Los compuestos ramificados suelen eluir más rápidamente que sus isómeros 
lineales puesto que la superficie total se ve reducida. 
 
Aparte de la hidrofobicidad de la fase móvil, otras modificaciones de la fase 
móvil pueden afectar la retención del compuesto; por ejemplo, la adición de sales 
inorgánicas provoca un aumento lineal en la tensión superficial, y como que la entropía 
de la interfase compuesto-disolvente está controlada precisamente por la tensión 
superficial, la adición de sales tiende a aumentar el tiempo de retención. 
 
Otra variable importante es el pH puesto que puede cambiar la hidrofobicidad del 
compuesto. Por este motivo, la mayoría de métodos utilizan un tampón como el fosfato 
de sodio para controlar el valor del pH. Estos tampones controlan el pH, pero también 
neutralizan la carga o cualquiera resto de sílica de la fase estacionaria que haya quedado 
expuesta y actúan como contraiones que neutralizan la carga del compuesto. El efecto 
de los tampones sobre la cromatografía puede variar, pero en general mejoran la 
separación cromatográfica. 
 
Las columnas de fase reversa se echan a perder con menor facilidad que las 
columnas de sílica normales. Aun así, muchas columnas de fase reversa están formadas 
por sílica modificada con cadenas alquil y no se deben utilizar nunca con bases en 
medio acuoso puesto que éstas podrían dañar el esqueleto de sílica subyacente. Las 
columnas se pueden utilizar en ácidos en medio acuoso pero no deberían estar expuestas 
demasiado tiempo al ácido porque puede corroer las partes metálicas del aparato de 
HPLC. 
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5.1.3 Parámetros 
 
5.1.3.1 Diámetro interno 
 
El diámetro interno de una columna de HPLC es un aspecto crítico que determina 
la cantidad de muestra que se puede cargar a la columna y también influye en su 
sensibilidad. Las columnas de diámetro interno más grande (>10 mm) se utilizan 
normalmente en la purificación de compuestos para su utilización posterior. En cambio, 
las columnas de diámetro interno menor (4-5 mm) se utilizan en el análisis cuantitativo 
de las muestras, y se caracterizan por el aumento la sensibilidad y la minimización del 
consumo de disolventes que conllevan. Estas columnas se suelen denominar columnas 
de rango analítico y normalmente están asociadas a un detector UV-VIS. Aparte, existen 
otros tipos de columnas, como las de tipo capilar, con un diámetro inferior a 0.3 mm, 
utilizadas principalmente en espectrometría de masas. 
 
5.1.3.2 Medida de las partículas 
 
La mayoría de HPLC tradicionales se realizan con una fase estacionaria unida al 
exterior de partículas esféricas de sílica. Estas partículas pueden tener diferentes 
medidas, siendo las de 5 mm de diámetro las más utilizadas. Partículas más pequeñas 
ofrecen una mayor superficie y una mejor separación, pero la presión que se requiere 
por obtener una velocidad lineal óptima aumenta de forma inversamente proporcional al 
cubo del diámetro de la partícula. Esto significa que disminuir la medida de las 
partículas a la mitad, aumentaría la resolución de la columna, pero a la vez, aumentaría 
la presión necesaria en un factor de ocho. 
 
5.1.3.3 Tamaño de poro 
 
Muchas fases estacionarias son porosas para proporcionar una mayor superficie. 
Los poros pequeños proporcionan una mayor superficie mientras que los poros de 
mayor medida proporcionan una cinética mejor, especialmente para los compuestos de 
tamaño más grande; por ejemplo, una proteína que sea ligeramente más pequeña que el 
tamaño de los poros puede entrar, pero difícilmente saldrá con facilidad. 
 
5.1.3.4 Presión de la bomba 
 
La presión de las bombas es variable según el modelo y fabricante, pero su 
rendimiento se mide en su habilidad para generar un flujo constante y reproducible. La 
presión puede lograr valores de hasta 40 MPa (o unas 400 atmósferas). Los aparatos 
más modernos de HPLC incorporan mejoras para poder trabajar a presiones más altas y, 
por lo tanto, poder utilizar partículas de tamaño más pequeño en las columnas (< 2 
micrometros). Estos nuevos aparatos pueden trabajar con valores de hasta 100 MPa de 
presión (unas 1000 atmósferas).  
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Figura 5.1: HPLC (Cromatografía líquida de alta presión) 
 
5.2 TIPOS DE IMMUNOENSAYOS 
 
5.2.1 Introducción 
 
5.2.1.1 Técnicas de extracción de micotoxinas 
 
Las micotoxinas pueden generarse desde el campo o bien posteriormente 
después de la cosecha en el almacenamiento o en el procesamiento de los alimentos. 
Debido a su amplio rango de efectos tóxicos las micotoxinas pueden causar pérdidas 
económicas a los productores pecuarios y representan un riesgo para los consumidores 
de los alimentos que se obtengan de estas explotaciones pecuarias. Por lo tanto se hace 
necesario realizar ensayos rutinarios para tener idea del nivel de contaminación por 
estas toxinas. Desafortunadamente los ensayos para micotoxinas encierran diferentes 
problemas de abarcan desde contar con un laboratorio perfectamente bien equipado, en 
cuanto a instrumentación y capacidad analítica y personal con la suficiente experiencia 
en el manejo de muestras y estándares de referencia. Sin embargo desde hace poco los 
intentos por simplificar estos procedimientos analíticos han dado lugar a que se 
desarrollen los sistemas inmunoquímicos, que encierran una gran dificultad en su 
elaboración, pero que se han simplificado de manera tal que es posible adquirirlos en 
forma de “kits” que requieren el mínimo de instrumentación y que puede servirnos 
básicamente para realizar ensayos semicuantitativos, contando con el mínimo de 
instrumentación, pero si debe tener en cuenta que es muy importante comprender cada 
etapa del proceso analítico de detección.  
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5.2.1.2 Desarrollo de los métodos inmunoquímicos 
 
Las micotoxinas al no ser antigénicas, los primeros estudios que se hicieron, se 
quería lograr la conjugación con proteínas o polipéptidos que pudieran producir 
anticuerpos en condiciones óptimas para conejos y otros animales. A medida que la 
tecnología ha ido avanzando se han producido anticuerpos monoclonales para poder 
luchar contra diversas micotoxinas.  Este desarrollo se ha incrementado en estos últimos 
años. 
 
Como es de suponer se han desarrollado diferentes tipos de inmunoensayos entre 
los que destacan los sistemas ELISA (ensayos inmunológicos de enzimas ligadas), RIA 
(radioinmunoensayos) y las columnas de inmunoafinidad. La mayoría de estos métodos 
son muy sensibles, específicos y fáciles de operar. Con lo que ha surgido una dimensión 
en cuanto a la metodología para análisis de micotoxinas. 
 
Antes de proceder a la discusión de los diferentes tipos de inmunoensayos, 
debemos considerar lo siguiente: 
 
Debido a que en la mayoría de los inmunoensayos se basan en la competición 
por los sitios de enlace de las moléculas de los anticuerpos entre las toxinas presentes en 
la muestra y las toxinas marcadas características del sistema, micotoxinas conjugadas. 
Por lo tanto es necesario contar con una micotoxina perfectamente marcada además del 
anticuerpo específico en el sistema de ensayo. 
 
Es necesario contar con un buen método de extracción de las micotoxinas y con 
un procedimiento adecuado de separación de toxinas enlazadas y libres. 
 
Debe conocerse el grado de especificidad de los anticuerpos, entrecruzamiento, 
contra compuestos análogos. 
 
Debido a que siempre existe la posibilidad de que algún constituyente de la 
muestra reaccione con los anticuerpos se hace necesario estudiar detalladamente cada 
tipo de matriz, antes de realizar los ensayos respectivos. 
 
En la mayoría de los sistemas de inmunoensayos no es necesario efectuar los 
procedimientos de limpieza de extractos. De modo tal que el extracto de la matriz sólida 
puede ser usado directamente en el ensayo, previa dilución con una solución 
amortiguadora característica del propio sistema. Sin embargo la sensibilidad de las 
determinaciones se incrementa cuando se utilizan un procedimiento adecuado de 
limpieza de los extractos. 
 
5.2.2 RIA (Radioinmunoensayos) 
 
Consiste en añadir al medio de reacción un anticuerpo específico y una cantidad 
conocida de la micotoxina marcada radioactivamente, se incuba con la muestra 
problema. Tras un lavado del medio, se mide la radioactividad  emitida por la muestra 
con un contador de centelleo, siendo la medida inversamente proporcional a la 
concentración de la micotoxina en la muestra problema. La concentración de la 
micotoxina se determina comparando los resultados con una recta patrón.  
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Este método se utiliza cada vez menos, por diversas causas:  
 
-El laboratorio debe estar autorizado y homologado para manipular 
radioelementos. 
 
-Los costes son elevados ya sea para los patrones o para la gestión de residuos.  
 
Por todo su uso ha sido derivado al kit ELISA. 
 
5.2.3 KIT ELISA: Fundamentos y tipos 
 
La técnica ELISA ("Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay" Ensayo por 
inmunoabsorción ligado a enzimas) se basa en la detección de un antígeno inmovilizado 
sobre una fase sólida mediante anticuerpos que directa o indirectamente producen una 
reacción cuyo producto, por ejemplo un colorante, puede ser medido 
espectrofotométricamente. Este principio tiene muchas de las propiedades de un 
inmunoensayo ideal: es versátil, robusto, simple en su realización, emplea reactivos 
económicos y consigue, mediante el uso de la fase sólida, una separación fácil entre la 
fracción retenida y la fracción libre. 
 
Se han desarrollado múltiples variantes de ensayos ELISA que permiten desde la 
cuantificación de un antígeno en solución, la detección de un anticuerpo en una solución 
(por ejemplo en el clonaje de anticuerpos monoclonales) o la determinación de la 
subclase (idiotipo) de un anticuerpo. A continuación se describen los más comunes. 
 
Los diferentes tipos de ELISA son los que se enumeran a continuación:  
 
 Anticuerpos marcados:  
 
o ELISA Directo  
 
o ELISA Indirecto  
 
o ELISA Sándwich: 
 
 Doble (DAS)  
 
 Heterólogo (HADAS)  
 
 Antígeno marcado  
 
o ELISA competitivo  
 
5.2.3.1 ELISA Directo 
 
Consta de las siguientes etapas:  
 
• Fijación al soporte insoluble (“tapizado”) de antígenos específicos. Lavado para 
eliminar los antígenos fijados deficientemente o no fijados.  
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• Adición de anticuerpos marcados (“conjugados”) con una enzima; si los anticuerpos 
reaccionan con los antígenos, el complejo quedará solubilizado. Lavado para eliminar 
los anticuerpos marcados que no hayan reaccionado.  
 
• Adición de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima marcadora. Se 
puede parar la reacción si se desea.  
 
• Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado.  
 
 
 
 
Figura 5.2: ELISA directo 
 
5.2.3.2 ELISA Indirecto. 
 
Consta de las siguientes etapas: 
 
• Fijación al soporte insoluble de antígenos específicos para los anticuerpos objeto de 
estudio. Lavado para eliminar los antígenos fijados deficientemente o no fijados. 
 
• Adición del suero problema, de tal forma que sus anticuerpos reaccionarán 
específicamente con los antígenos fijados al soporte. Lavado para eliminar los 
anticuerpos marcados que no hayan reaccionado. 
 
• Adición de anti-anticuerpos conjugados con una enzima, los cuales reaccionan con los 
anticuerpos específicos añadidos en el paso anterior y que se encuentran fijados a los 
antígenos. Lavado para eliminar los anti-anticuerpos marcados que no hayan 
reaccionado. 
 
• Adición de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima marcadora. Se 
puede parar la reacción si se desea. 
 
• Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado. 
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Figura 5.3: ELISA indirecto 
 
5.2.3.3 ELISA Sándwich “DAS” (Double Antibody Sandwich) 
 
Consta de las siguientes etapas: 
 
• Fijación al soporte insoluble de anticuerpos específicos del agente patógeno a detectar. 
Lavado para eliminar los anticuerpos fijados deficientemente o no fijados. 
 
• Adición de la muestra problema (extracto vegetal, sangre, suero, plasma, etc.), de tal 
forma que si está presente el agente patógeno de diagnóstico (antígeno), reaccionará 
específicamente con los anticuerpos fijados al soporte. Lavado para eliminar los 
antígenos que no hayan reaccionado y los restos de la muestra no fijados. 
 
• Adición de anticuerpos específicos del antígeno a detectar (deben tener un epítopo 
diferente de los anticuerpos con los que se han tapizado el soporte) conjugados con una 
enzima, los cuales reaccionan con los antígenos añadidos con la muestra problema y que 
se encuentran fijados a los anticuerpos. Lavado para eliminar los anticuerpos marcados 
que no hayan reaccionado. 
 
• Adición de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima marcadora. Se 
puede parar la reacción si se desea. 
 
• Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado. 
 
5.2.3.4 ELISA Sándwich “HADAS” 
 
Consta de las siguientes etapas: 
 
• Fijación al soporte insoluble de anticuerpos específicos del agente patógeno a detectar. 
Lavado para eliminar los anticuerpos fijados deficientemente o no fijados. 
 
• Adición de la muestra problema (extracto vegetal, sangre, suero, plasma, etc.), de tal 
forma que si está presente el agente patógeno de diagnóstico (antígeno), reaccionará 
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específicamente con los anticuerpos fijados al soporte. Lavado para eliminar los 
antígenos que no hayan reaccionado y los restos de la muestra no fijados. 
 
• Adición de anticuerpos específicos del antígeno a detectar (deben tener un epítopo 
diferente de los anticuerpos con los que se han tapizado el soporte), los cuales 
reaccionan con los antígenos añadidos con la muestra problema y que se encuentran 
fijados a los anticuerpos. Lavado para eliminar los anticuerpos que no hayan 
reaccionado. 
 
• Adición de anticuerpos conjugados con una enzima anti-anticuerpos empleados en el 
paso anterior. Lavado para eliminar los anti-anticuerpos marcados que no hayan 
reaccionado. 
 
• Adición de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima marcadora. Se 
puede parar la reacción si se desea. 
 
• Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado. 
 
5.2.3.5 ELISA Competitivo 
 
Consta de las siguientes etapas: 
 
• Fijación al soporte insoluble de anticuerpos específicos del agente patógeno a detectar. 
Lavado para eliminar los anticuerpos fijados deficientemente o no fijados. 
 
• Adición en concentración conocida de una mezcla de antígenos del anticuerpo 
utilizado en el paso anterior, marcados con una enzima y antígenos desconocidos objeto 
de estudio. Paralelamente, añadir únicamente antígenos del anticuerpo usado en el paso 
anterior, marcados con una enzima. Lavar para eliminar los antígenos que no hayan 
reaccionado. 
 
• Adición de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima marcadora. Se 
puede parar la reacción si se desea. 
 
• Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado de ambas pruebas y 
comparar los resultados. Si las lecturas de ambas pruebas son análogas, el antígeno a 
estudio no tienen nada que ver con los anticuerpos empleados para tapizar el soporte. Si 
hay diferencia en las lecturas de ambos pocillos, el antígeno objeto de estudio, está 
relacionado serológicamente con el anticuerpo empleado para tapizar el soporte y la 
diferencia de densidad óptica, es proporcional a la concentración del antígeno problema 
en la muestra. 
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Figura 5.4: ELISA competitivo 
 
La fase sólida debe ser de un tipo que permita un fácil manejo (especialmente en 
los procesos de lavado) y la reproducibilidad de la unión de antígenos o anticuerpos 
sobre su superficie. Las microplacas de 96 pocillos y un volumen de 350μL son 
especialmente ventajosas para procesar un elevado número de muestras y un vez 
tapizadas, el material inmovilizado permanece reactivo mucho tiempo siempre que se 
mantenga seco y a baja temperatura. Normalmente se utilizan microplacas de 
poliestireno de fondo plano que pueden adquirirse estériles y con o sin tapa. 
 
5.2.3.6 Dispositivos empleados en ELISA 
 
Para poder realizar el ensayo de inmunoabsorción utilizamos el Kit Elisa para la 
determinación de micotoxinas. 
 
 
 
Figura 5.5: KIT ELISA 
 
Microplacas de 96 pocillos de plástico tratado para aumentar su capacidad de 
absorción (fenómeno de superficie) de moléculas y con fondos de pocillo ópticamente 
claros para poder realizar las medidas de densidad óptica en instrumentos específicos, 
espectrofotómetros de lectura de placas que han recibido el nombre de lectores ELISA. 
Actualmente se están desarrollando dispositivos de mayor capacidad, por ejemplo con 
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384 y 1536 pocillos, adecuados para los sistemas de 'screening' masivo de los sistemas 
robotizados (HTS, 'High-throughput system'). 
 
 
 
Figura 5.6: Microplacas 
 
Los lectores ELISA son espectrofotómetros capaces de realizar lecturas seriadas 
de cada uno de los pocillos de la placa ELISA. A diferencia de un espectrofotómetro 
convencional, con capacidad de leer todas las longitudes de onda del ultravioleta y el 
visible de manera continua, los lectores de ELISA disponen de sistemas de filtros que 
sólo permiten la lectura de una o pocas longitudes de onda. Son la que se corresponden 
con las necesarias para determinar la densidad óptica de los cromógenos más 
comúnmente utilizados. 
 
 
 
Figura 5.7: Lector ELISA 
 
5.2.4 Intercambio iónico 
 
La extracción EFS de tipo intercambio iónico se caracteriza porque la fase sólida 
contiene grupos cargados. La fase líquida generalmente es acuosa, si bien puede ser 
también orgánica. En función de la naturaleza de la fase sólida se distingue entre 
intercambio aniónico: SAX, MAX (aminas cuaternarias), WAX (NH2), e intercambio 
catiónico: SCX, MCX (ácidos sulfónicos), WCX (COOH). El tipo de interacciones que 
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se dan entre los analitos y la fase sólida son interacciones de tipo electrostático. Los 
grupos cargados del analito se anclan a grupos con carga opuesta en la fase sólida. El 
analito debe estar cargado en la disolución, por lo que el pH de la muestra debe ser 
ajustado antes de hacerla pasar por la resina. El intercambio aniónico permite aislar 
compuestos ácidos, mientras que el intercambio catiónico se aplica para compuestos 
básicos. La elución de los analitos tiene lugar cuando se interrumpe la interacción 
electrostática, bien por modificación del pH del eluyente o bien incrementando la 
concentración de sal (>0.1M).  
 
En la extracción en fase sólida la preparación de muestra es simple, fácilmente 
automatizable, requiere poco volumen de disolventes, es reproducible y presenta mayor 
especificidad y selectividad que la extracción líquido-líquido ya que permite utilizar 
diferentes mecanismos de anclaje a la fase sólida. Además permite la extracción 
simultánea de compuestos con pKas muy diferente entre sí lo cual la convierte en una 
metodología más universal que la extracción líquido-líquido. 
 
5.2.5 Extracción con columnas de inmunoafinidad 
 
En las columnas de inmunofinidad los anticuerpos monoclonales para una 
micotoxina, se inmovilizan formando un gel, que se empaca en una columna. Si el 
extracto de un insumo o de un alimento determinado se hace pasar por dicha columna, 
la micotoxina se unirá con los anticuerpos monoclonales de la columna de 
inmunoafinidad, mientras que el resto de componentes del extracto se eliminará 
mediante un líquido de lavado, y posteriormente con un proceso de elución la 
micotoxina se recuperara para seguir realizando un análisis a través de un sistema por 
cromatografía de líquidos. 
 
 
 
Figura 5.8: Columna de inmunoafinidad 
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Figura 5.9: Mecanismo de las columnas 
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6 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
 
6.1 PRODUCCIÓN DE PERLAS DE ALGINATO 
 
El Alginato se disuelve en agua bidestilada, que contiene un porcentaje de peso 
final de aproximadamente (2%) de la concentración de Alginato. La solución se agita 
durante 24 horas, para que el aire se disipe y no se produzcan burbujas de aire en las 
perlas formadas. 
 
La solución entonces se bombea gota a gota en una solución de cloruro de 
calcio, tal y como se muestra en la figura 6.1. 
 
El alginato en contacto con la solución de Ca(NO3)2 forma un gel transparente 
de alginato de calcio. Las perlas obtenidas se dejan madurar durante 24h en agitación, 
dichas perlas son de forma esférica y tienen un diámetro aproximadamente de (2,5mm). 
 
Para una solución de 0.05 M y de 300 ml se obtuvieron entre 17000-18000 
perlas aproximadamente. Cada perla contiene 0.0005 mg de alginato. 
 
 
 
Figura 6.1: Esquema de la fabricación de perlas de alginato 
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Figura 6.2: Montaje para la fabricación de perlas de alginato 
 
6.2 MÉTODO ANALÍTICO DE DETECCIÓN DE DON EN HPLC 
 
Procedimiento 
 
Se toma 5 mg de DON puro y se disuelve en 250 ml de metanol (MeOH) al 
100% y se obtiene una solución patrón (S.P.) con concentración igual a 20 μg/ml. A 
partir de esta solución patrón, se preparan patrones de 20 ml cada uno a distintas 
concentraciones 15, 10, 5 y 0 µg, se pipetea la cantidad necesaria para cada patrón y se 
enrasa con metanol. Una vez realizados todos los patrones se analizan uno a uno en el 
dispositivo de cromatografía líquida de alta eficacia o HPLC y se hace lectura. 
 
Reactivos  
 
-DON 
-Metanol 
-Agua HPLC 
 
Equipo 
 
 Espátula 
 Botellas de vidrio  
 Vasos de precipitados  
 Agitador  
 Pipetas 
 Dispositivo HPLC condiciones: 
 
-Longitud de onda: 225.10 nm 
-Columna analítica: C18 5µm, 4.6mm x 150mm 
-Fase móvil: MeOH:H2O 15:85 v:v 
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-Volumen de inyección: 20 µl 
-Flow: 1ml/min 
 
Cálculos 
 
Concentración de la solución patrón: 
 
ml
g
ml
mg
ml
mg 
2002.0
250
5
  
 
Cálculos de los patrones de concentraciones 15, 10, 5 y 0 µg. 
 
- 15 µg: 
 
.. 15
20
1
1
15
20 PSml
g
ml
ml
g
ml 


     ;     MeOHmlmlml  51520   
 
- 10 µg: 
 
.. 10
20
1
1
10
20 PSml
g
ml
ml
g
ml 


     ;     MeOHmlmlml  101020   
 
- 5 µg: 
 
.. 5
20
1
1
5
20 PSml
g
ml
ml
g
ml 


     ;     MeOHmlmlml  15520   
 
Tabla 6.1: Cantidades para preparación de patrones 
 
Patrones(µg/ml) ml solución Patrón ml metanol 100% 
20 20 0 
15 15 5 
10 10 10 
5 5 15 
0 0 20 
 
Según los valores obtenidos al analizar los diferentes patrones en el HPLC, 
realizamos la recta patrón: 
 
Cromatogramas: 
 
 DON 0 μg: 
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 DON 5 μg: 
 
 
 
Peak RetTime Área Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 6,360 93,442 1,362 60,659  
2 6,745 60,601 3,343 39,340  
      
Totals:  154,043 4,706  5 
 
 DON 10 μg: 
 
 
 
Peak RetTime Área Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 6,346 193,828 2,625 62,656  
2 6,723 115,525 6,512 37,344  
      
Totals:  309,354 9,138  10 
 
 DON 15 μg: 
 
 
 
Peak RetTime Área Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 6,403 265,192 3,662 61,353  
2 6,780 167,047 9,128 38,646  
      
Totals:  432,240 12,790  15 
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 DON 20 μg: 
 
 
 
Peak RetTime Área Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 6,306 348,085 5,063 60,999  
2 6,692 222,551 12,500 39,001  
      
Totals:  570,637 17,563  20 
 
Recta patrón: 
 
Tabla 6.2: Valores recta patrón (DON) 
 
Área (mAU*s) Concentración (µg/ml) 
570,637 20 
432,240 15 
309,354 10 
154,043 5 
0 0 
 
 
 
Figura 6.3: Gráfica de recta patrón (DON) 
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6.3 MÉTODO ANALÍTICO DE DETECCIÓN DE ZEA EN HPLC 
 
Se pesan 10 mg de zearalenona pura, se disuelven en 450 ml de acetonitrilo 
(ACN) del 100% y obtiene una solución patrón con concentración  igual a 22 μg/ml. A 
partir de esta solución patrón, se preparan patrones de 20 ml cada uno a distintas 
concentraciones 20, 10, 5, 1 y 0 µg, se pipetea la cantidad necesaria para cada patrón y 
se enrasa con metanol. Una vez realizados todos los patrones se analizan uno a uno en el 
dispositivo de cromatografía líquida de alta eficacia o HPLC y se hace lectura. 
 
Reactivos  
 
-Zearalenona 
-Acetonitrilo 
-Agua HPLC 
 
Equipo 
 
 Espátula 
 Botellas de vidrio  
 Vasos de precipitados  
 Agitador  
 Pipetas 
 Dispositivo HPLC condiciones: 
 
- Longitud de onda: 235.10 nm 
- Columna analítica: C18 5µm, 4.6mm x 250mm 
- Fase móvil: ACN:H2O 45:55 v:v 
- Volumen de inyección: 20 µl 
- Flow: 1ml/min 
 
Cálculos 
 
Concentración de la solución patrón: 
 
ml
g
ml
mg
ml
mg 
22022.0
450
10
  
 
Cálculos de los patrones de concentraciones 20, 10, 5, 1 y 0 µg. 
 
- 20 µg: 
 
.. 1818.18
22
1
1
20
20 PSml
g
ml
ml
g
ml 


     ;     ACNmlmlml  8181.11818.1820   
 
- 10 µg: 
 
.. 0909.9
22
1
1
10
20 PSml
g
ml
ml
g
ml 


     ;     ACNmlmlml  9090.100909.920   
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- 5 µg: 
 
.. 5454.4
22
1
1
5
20 PSml
g
ml
ml
g
ml 


     ;     ACNmlmlml  4545.154545.520   
 
- 1 µg: 
 
.. 9090.0
22
1
1
1
20 PSml
g
ml
ml
g
ml 


     ;     ACNmlmlml  0909.199090.020   
 
Tabla 6.3: Cantidades para preparación de patrones 
 
Patrones(µg/ml) ml solución Patrón ml Acetonitrilo 100% 
22 22 0 
20 18,181 1,818 
10 9,090 10,909 
5 4,545 15,454 
1 0,909 19,090 
0 0 20 
 
Según los valores obtenidos al analizar los diferentes patrones en el HPLC, 
realizamos la recta patrón: 
 
Cromatogramas: 
 
 ZEA 0 μg: 
 
 
 
 ZEA 1 μg: 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 7,801 119,480 6,527 100  
      
Totals:  119,480 6,527  1 
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 ZEA 5 μg: 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 7,844 573,332 32,377 100  
      
Totals:  573,332 32,377  5 
 
 ZEA 10 μg: 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 8,134 1151,443 58,510 100  
      
Totals:  1151,443 58,510  10 
 
 ZEA 20 μg: 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 8,106 2247,546 114,303 100  
      
Totals:  2247,546 114,303  20 
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 ZEA 22 μg: 
 
 
 
Peak RetTime Área Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 8,064 2423,340 124,804 100  
      
Totals:  2423,340 124,804  22 
 
Recta patrón: 
 
Tabla 6.2: Valores recta patrón (ZEA) 
 
Concentración (µg/ml) Área (mAU*s) 
22,22 2423,340 
20,2 2247,546 
10,1 1151,443 
5,05 573,332 
1,01 119,480 
0 0 
 
 
 
Figura 6.4: Gráfica de recta patrón (ZEA) 
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6.4 METODOLOGÍA PARA ANALIZAR MUESTRAS DE DON 
CEREAL EN HPLC 
 
Se pesan 25 g de cereal con micotoxina DON y se disuelve en 200 ml de H2O de 
HPLC, una vez preparada la solución se agita durante 1 hora aproximadamente, para 
que la muestra sea homogénea. Con la ayuda de un sistema de filtración al vacío, se 
separa la fase líquida de la sólida así se evita cualquier sustancia que pueda alterar los 
ensayos posteriores.  La solución obtenida contendrá disuelta la micotoxina DON. 
 
Se pipetean 25 ml de esta solución por cada muestra que se quiera realizar y se 
añade diferente cantidad de adsorbente en forma de perla de alginato (50, 100, 150 
perlas). 
 
Se agita durante 2 días a velocidad media, para que el adsorbente pueda captar la 
micotoxina. 
 
           
 
Figura 6.5: Muestra DON cereal no filtrada y filtrada 
 
Preparación de las columnas de inmunoafinidad  
 
A partir de las muestras con adsorbente previamente citadas, se extrae 2 ml por 
muestra (esto equivale a pasar 0.25 gramos) con una jeringa y se filtra con filtros 
MILLIPORE (diámetro de poro 1,2 μm) mediante un dispositivo adecuado. Se monta 
un equipo con columnas de inmunoafinidad y se inyecta, por la columna, los 2 ml y se 
deja fluir por gravedad, el líquido hasta el vacío de la columna. A continuación, se hace 
un lavado con 5 ml de H2O bidestilada y se vuelve a dejar vaciar. Con la ayuda de otra 
jeringa se pasa aire para evitar restos de agua bidestilada. Repetimos la operación de 
lavado tres veces. Para recuperar la micotoxina se añade a la columna de inmuno 
afinidad 5 ml de metanol y se hace 3 veces la técnica backflushing. 
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Figura 6.6: Columna de inmunoafinidad 
 
Preparación muestra para HPLC 
 
Los 5 ml de metanol que contienen la micotoxina se pasan por un rotavapor 
(figura 6.7) donde se evapora el disolvente metanol (MeOH) obteniéndose la 
micotoxina solamente. 
 
A continuación se disuelve la micotoxina en 1 ml de fase móvil (85:15 
agua:MeOH) y se inyectan 3 alíquotas de 20 μl en el HPLC para asegurarnos de que no 
queden restos de muestras analizadas anteriromente y procedemos a su lectura . 
 
 
 
Figura 6.7: Rotavapor 
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Reactivos 
 
-Metanol (MeOH) 
-H2O bidestilada 
-H2O HPLC 
 
Equipo 
 
 Kit Columnas de inmuno afinidad. 
 Jeringa (2 y 5 ml) 
 Vasos de precipitados 
 Soporte 
 Pinzas 
 Botellas de vidrio 
 Pipetas 
 Dispositivo HPLC condiciones: 
 
- Longitud de onda: 220 nm (218, 219, 225 y 229nm) 
- Columna analítica: C18 3µm, 5mm x 150mm 
- Volumen de inyección: 100 µl 
- Flow: 0,4 ml/min 
- Temperatura de columna: 20ºC 
- Cronología de la fase móvil: 
 
Tiempo (min) H2O de HPLC: Metanol (v/v) 
0 85:15 
25 85:15 
26 50:50 
30 50:50 
31 85:15 
40 85:15 
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Resultados análisis DON utilizando HPLC 
 
Cromatogramas alimento para animales: 
 
 Alimento para animales (inicial): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 4,383 79,863 6,232 27,586  
2 4,601 54,202 6,084 18,722  
3 4,795 155,434 7,447 53,690  
      
Totals:  289,500 19,764  9,881 
 
 Alimento para animales (50 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 4,750 237,809 24,170 100  
      
Totals:  237,809 24,170  8,062 
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 Alimento para animales (75 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Área Concentración 
# [min] [mAU*s] % [μg/ml] 
1 4,063 189,374 100  
     
Totals:  189,374  6,357 
 
 Alimento para animales (100 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Área Concentración 
# [min] [mAU*s] % [μg/ml] 
1 4,070 108,305 100  
     
Totals:  108,305  3,503 
 
 Alimento para animales (150 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Área Concentración 
# [min] [mAU*s] % [μg/ml] 
1 4,065 55,164 100  
     
Totals:  55,164  1,632 
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 Alimento para animales (200 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Área Concentración 
# [min] [mAU*s] % [μg/ml] 
1 4,661 26,579 100  
     
Totals:  26,579  0,626 
 
 
 
Figura 6.8: Gráfico de porcentaje de adsorción de alimento para animales en función de la masa de 
alginato de calcio utilizado 
 
Como se puede observar en el anterior gráfico (figura 6.8), a más cantidad de 
alginato, más porcentaje de adsorción. Con pocas perlas de alginato se llega a un 
porcentaje de adsorción muy alto. Pudiéndose observar que a partir de 1,5 gramos de 
alginato la eliminación de la micotoxina (DON) es prácticamente del 100%. 
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Cromatogramas harina para fritura: 
 
 Harina para fritura (inicial): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 4,767 12,490 7,504E-01 26,482  
2 5,062 4,920 5,205E-01 10,434  
3 5,398 29,753 2,033 63,044  
      
Totals:  47,164 3,304  1,351 
 
 Harina para fritura (50 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 4,864 40,956 3,011 100  
      
Totals:  40,956 3,011  1,132 
 
 Harina para fritura (100 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 4,456 35,829 3,260 100  
      
Totals:  35,829 3,260  0,952 
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 Harina para fritura (150 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Área Concentración 
# [min] [mAU*s] % [μg/ml] 
1 4,661 33,932 100  
     
Totals:  33,932  0,885 
 
 
 
Figura 6.9: Gráfico de porcentaje de adsorción de harina para fritura en función de la masa de alginato de 
calcio utilizado 
 
En este caso el porcentaje de adsorción no es muy elevado, debido posiblemente 
a que se parte de una concentración inicial de micotoxina muy pequeña. 
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Cromatogramas harina comercial: 
 
 Harina comercial (inicial): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 6,192 85,945 6,970 100  
      
Totals:  85,945   2,716 
 
 Harina comercial (50 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 6,695 63,025 4,396 100  
      
Totals:  63,025   1,909 
 
 Harina comercial (100 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 5,693 36,715 1,304 100  
      
Totals:  36,715   0,983 
 
 
 _____________________________________  PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
103 
 
 Harina comercial (150 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 6,071 15,653 0,690 100  
      
Totals:  15,653   0,242 
 
 
 
Figura 6.10: Gráfico de porcentaje de adsorción de harina comercial en función de la masa de alginato de 
calcio utilizado 
 
Observando el gráfico (figura 6.10) el porcentaje de adsorción es casi 
proporcional a la masa de alginato. Con este tipo de muestra, harina comercial, con poca 
cantidad de alginato se llegan a unos resultados de adsorción más elevados que con otro 
tipo de muestra como puede ser el cereal 2. 
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Cromatogramas cereal 1: 
 
 Cereal 1 (inicial): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 5,899 27,460 2,549 100  
      
Totals:  27,460   0,651 
 
 Cereal 1 (100 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 5,823 22,738 2,086 100  
      
Totals:  22,738   0,483 
 
 Cereal 1 (200 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 5,860 21,656 1,831 100  
      
Totals:  21,656   0,419 
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 Cereal 1 (300 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 5,645 16,692 0,815 100  
      
Totals:  16,692   0,266 
 
 Cereal 1  (500 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 5,785 12,305 0,815 100  
      
Totals:  12,305   0,124 
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Figura 6.11: Gráfico de porcentaje de adsorción de cereal 1 en función de la masa de alginato de calcio 
utilizado 
 
Para este tipo de muestra el porcentaje de adsorción no es tan alto debido a que 
la concentración es muy baja, y se llegan a unos resultados del 81%. 
 
Cromatogramas cereal 2: 
 
 Cereal 2 (inicial): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 6,829 147,611 8,131 100  
      
Totals:  147,611   4,745 
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 Cereal 2 (200 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 6,721 137,356 13,366 100  
      
Totals:  137,356   4,569 
 
 Cereal 2 (300 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 6,484 107,845 8,443 100  
      
Totals:  107,845   3,509 
 
 Cereal 2  (400 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 5,179 102,317 10,270 100  
      
Totals:  102,317   2,291 
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 Cereal 2 (500 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 5,126 35,924 2,781 100  
      
Totals:  35,924   0,956 
 
 Cereal 2 (750 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 5,111 31,179 1,516 100  
      
Totals:  31,179   0,813 
 
 Cereal 2 (1000 perlas): 
 
 
 
Peak RetTime  Área  Height Área Concentración 
# [min] [mAU*s] [mAU] % [μg/ml] 
1 5,106 17,528 1,294 100  
      
Totals:  17,528   0,308 
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Figura 6.12: Gráfico de porcentaje de adsorción de cereal 2 en función de la masa de alginato de calcio 
utilizado 
 
En la figura 6.12 podemos observar que son necesarios 7,08 gramos de alginato 
de calcio para eliminar un 93,5 % de DON de la disolución. 
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Máxima adsorción para cada experimento: 
 
En el siguiente gráfico (figura 6.13) observamos la máxima adsorción para cada 
experimento realizado con las perlas de alginato al 3,2 %: 
 
 
 
Figura 6.13: Gráfico de máximo porcentaje de adsorción de todas las muestras 
 
Observando el gráfico anterior (figura 6.13) se puede concluir que las perlas de 
alginato adsorben micotoxinas para cada uno de los experimentos realizados, pero con 
diferencias de porcentajes. 
 
Los mejores resultados obtenidos son con la harina comercial y la comida de 
perro ya que con pequeñas cantidades de alginato (1-1,5 gramos) se obtiene una 
reducción de más del 90% de la micotoxina. 
 
6.5 METODOLOGÍA PARA ANALIZAR MUESTRAS DE ZEA 
CEREAL EN HPLC 
 
Se pesan 100 g de cereal con micotoxina ZEA y se disuelve en 500 ml 
acetonitrilo/agua del 75% (v/v). Una vez preparada la solución se agita durante 1 hora 
aproximadamente, para que la muestra sea homogénea. Con la ayuda de un sistema de 
filtración al vacío se separa la fase líquida de la sólida. Así se evita cualquier sustancia 
que pueda alterar los ensayos posteriores. La solución obtenida contendrá disuelta la 
micotoxina ZEA. 
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Se pipetean 50 ml de esta solución por cada muestra que se quiera realizar y se 
añade diferente cantidad de adsorbente en forma de perla de alginato (50, 100 y 150 
perlas). 
 
Se agita durante 2 días a velocidad media, para que el adsorbente pueda captar la 
micotoxina. 
 
 
 
 
Figura 6.14: Muestra ZEA cereal no filtrada  
 
Preparación de las columnas de inmunoafinidad  
 
A partir de las muestras con adsorbente previamente citadas, se extrae 25 ml por 
muestra (esto equivale a pasar 1 gramo de muestra) con una jeringa y se filtra con la 
ayuda de un dispositivo adecuado para adherir la jeringa. Se monta un equipo con 
columnas de inmunoafinidad y se inyecta, por la columna, los 25 ml y se deja fluir por 
gravedad, el líquido hasta el vacío de la columna. A continuación, se hace un lavado con 
10 ml de PBS (solución tampón de fosfato) y se vuelve a dejar vaciar. El PBS es 
importante para mantener la solución en pH 7,4. Con la ayuda de otra jeringa se pasa 
aire para evitar restos de PBS. Repetimos la operación de lavado tres veces. Para 
recuperar la micotoxina se añade a la columna de inmuno afinidad 1.5 ml de acetonitrilo 
(eluyente) y se hace 3 veces la técnica backflushing. Después de la elución pasamos 1.5 
ml de agua bidestilada y se recoge junto a la muestra para obtener un total de 3 ml de 
volumen. 
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Figura 6.15: Montaje en serie de columnas de inmunoafinidad 
 
Preparación muestra para HPLC 
 
La muestra con los 3 ml de acetonitrilo-agua bidestilada ya están listos para 
analizar en el HPLC y hacer su lectura.  
 
Reactivos 
 
-Acetonitrilo (ACN) 
-H2O bidestilada 
-H2O HPLC 
 
Equipo 
 
 Kit Columnas de inmuno afinidad. 
 Jeringa (2 ml) 
 Vasos de precipitados 
 Soporte 
 Pinzas 
 Botellas de vidrio 
 Pipetas 
 Dispositivo HPLC condiciones: 
 
- Longitud de onda: 225.10 nm (218, 219, 225 y 229nm) 
- Columna analítica: C18 5µm, 4mm x 10mm 
- Volumen de inyección: 100 µl 
- Flow: 1.0 ml/min 
- Temperatura de columna: 20ºC 
Fase móvil: 60:40 v/v acetonitrilo:agua, 
pH: 3.2 com ácido acético (aprox. 12ml/L) 
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Resultados análisis ZEA utilizando HPLC 
 
La preparación de las muestras se realizo a partir de la solución patrón y se les 
añadió cantidades diferentes de adsorbente comprendidas entre 0.05 y 1.5 g, que 
corresponde a los valores de alginato de calcio contenidos entre 100 y 3000 perlas. 
 
y = 26,961x + 10,525
R2 = 0,9533
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Figura 6.16: Gráfico de porcentaje de adsorción 
 
Los resultados experimentales nos muestran que para concentraciones iniciales 
de 25 µg/mL la capacidad de adsorción es del orden de 0.6 mg/g  no habiéndose 
alcanzado la capacidad de adsorción máxima. El valor hallado en las experimentaciones 
realizadas es superior al mostrado en la Tabla 3.3 para la montmorillonita uno de los 
adsorbentes actualmente más utilizado para la eliminación de micotoxinas. 
 
Hay que recordar en este momento que las muestras de las cuales se parte en 
nuestras condiciones experimentales no son muestras de cereal contaminado con 
zearalenona sino que se prepararon a partir de una solución patrón de la misma. Las 
muestras a partir de cereales en las cuales se intento la detección de ZEA no fueron 
posibles detectarse debido a que el detector del cual disponemos en el laboratorio es un 
detector UV y el análisis de ZEA a partir de una muestra de cereales requiere la 
detección con un detector de fluorescencia el cual no disponemos en este momento en el 
laboratorio. La bibliografía nos mostró que también era posible la detección de ZEA con 
el detector de UV, pero en nuestro caso solo fue posible a partir de las muestras 
preparadas a partir de la solución patrón de ZEA debido a la ausencia de interferencias. 
 
6.6 KIT ELISA 
 
6.6.1 Zearalenona 
 
Tratamiento de la muestra: 
 
1. 100 g de maíz que contienen 60g de zearalenona/Kg  se mezclan con 400 mL 
de acetonitrilo/agua al 84 % (v/v), dando una solución de 15 ng/mL 
2. Agitar durante 1 h 
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3. Filtrar 
4. 20 mL de esta solución se reservan para el análisis de referencia 
5. Se cogen 100 mL de la solución inicial y se mezclan con 1000, 2000 i 3000 
perlas de alginato (0.0005 g/perla). Se mantiene en agitación durante 48 h 
6. Filtrar. (comprobar pH) 
7. Diluir 20 mL de cada uno de los filtrados con 80 mL de la solución tampón 
salina de fosfato (PBS). Es importante taponar la solución a pH 7.4 antes de 
pasarla por la columna de immunoafinidad 
8. Centrifugar o volver a filtrar si aparece un precipitado durante este proceso 
9. Una vez retenida la micotoxina en la columna de inmunoafinidad se eluye la 
micotoxina con 3 mL de una mezcla formada por acetonitrilo y agua al 50%. 
Estos 3 mL teóricamente contienen 25 ng/mL 
10. Realización del análisis 
 
6.6.1.1 Inmunoensayo ELISA (EIA) 
 
La zearalenona inmunoensayo es un inmunoensayo competitivo enzimático para 
la valoración de la presencia de la micotoxina Fusarium  zearalenona y sus metabolitos 
en cereales y otros productos alimenticios.  
 
Protocolo de lavado 
 
1. Vaciar el contenido de cada celda girando la microplaca y aplicando 
seguidamente un fuerte movimiento vertical 
2. Llenar todas las celdas (300L) con la solución de lavado 
3. Este ciclo de lavado (1 i 2) se repite 3 veces 
4. Girar la placa y realizar un movimiento vertical para eliminar el líquido 
sobrante. 
5. Meter la placa invertida sobre un papel adsorbente y presionar la placa 
firmemente para poder eliminar el agua residual 
6. Tener cuidado de que las celdas estén bien secas para introducir el próximo 
reactivo 
 
Protocolo de análisis 
 
1. Preparar les muestras y los reactivos según las instrucciones 
2. Pipetear 100 L de la solución tampón por duplicado (A1; A2) 
3. Pipetear 50 L de la solución tampón (estándar 0, celda B1; B2) 
4. Pipetear 50 L de cada solución estándar por duplicado (celda C1; C2 hasta H1; 
H2) (0.125; 0.25; 0.5; 1.0; 5.0; 10 ng/mL) 
5. Pipetear 50 L de cada solución de muestra por duplicado en las celdas restantes 
6. Adicionar 25 L del conjugado (zearalenona-HRPO) en las celdas. EXCEPTO 
en las celdas A1 i A2 
7. Adicionar 25 L de la solución de anticuerpos en las celdas exceptuando las 
celdas A1 i A2 
8. Sellar la placa y agitar durante 1 minuto 
9. Incubar a oscuras durante 1 h a 37 ºC 
10. Vaciar la solución de la placa y lavar 3 veces con la solución de lavado 
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11. Pipetear 100 L de la solución substrato en cada celda 
12. Incubar 30 minutos a temperatura ambiente (20-25 ºC) a oscuras 
13. Adicionar 100 L de la solución de parada en cada celda 
14. Leer la densidad óptica (O.D.) inmediatamente a 450 nm 
 
 
 
Figura 6.17: Análisis ZEA mediante Kit Elisa 
 
6.6.1.2 Interpretación de los resultados 
 
Restar la mediana de la densidad óptica (O. D) de las celdas A1 y A2 que 
contienen el blanco de las O.D. de las celdas que contienen los patrones y las muestras. 
 
Los valores de  O.D. de los 6 patrones y de las muestras (media de los valores 
por duplicado) se dividen por la mediana del v los de O.D: del patrón zero (celdas B1 y 
B2) y multiplicado por 100. El standard cero se hace igual al 100% de adsorbancia  
(máxima adsorbancia ) y los otros valores de O.D. son dados como porcentajes de la 
máxima adsorbancia . 
 
Resultados análisis ZEA mediante KIT ELISA 
 
Curva de calibración: 
 
Se prepararon 7 patrones para la determinación de la curva de calibración de la 
micotoxina ZEA siguiendo las instrucciones indicadas y se determinó la máxima 
densidad óptica (O.D) a partir de la ecuación 6.1. Los resultados obtenidos se indican en 
la siguiente tabla: 
 
Tabla 6.5: Valores de máxima densidad óptica 
 
Concentración (ng/mL) Máxima O.D. 
0 100.000 
0.125 77.011 
0.25 58.621 
0.5 47.126 
1 25.944 
5 22.167 
10 9.852 
A1   A2 
B1    B2    
C1    C2    
D1    D2    
E1    E2    
F1    F2    
G1    G2    
H1    H2    
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Los resultados obtenidos se representan en la figura 6.18. Los valores de 
máxima adsorbancia son representados en el eje-Y frente a los valores logarítmicos de 
la concentración de zearalenona en (ng/mL) en el eje-X. La curva de calibración 
obtenida es virtualmente lineal en el rango 0.13-10 ng/mL, siendo la ecuación de la 
recta obtenida:  
 
                                 Y = -14.088 ln (X) + 39.541 (ecuación 6.1) 
(R
2
 = 0.9084) 
 
0
20
40
60
80
100
0,1 1 10
ln [ZEA] ( ng/mL)
M
á
x
im
a
 O
.D
. 
(%
)
ZEA
 
 
Figura 6.18: Gráfica de máxima adsorbancia de ZEA 
 
Las muestras de zearalenona se prepararon a partir de maíz que contenía           
60 µg/Kg de ZEA y de patrón de 1 mg/L de ZEA que fueron suministrados por 
Biopharm. Mediante la ecuación 6.1 se calcularon las concentraciones de la zearalenona 
en las muestras a las cuales habíamos añadido diferentes cantidades de alginato de 
calcio con la finalidad de conocer la capacidad de adsorción que presenta este 
adsorbente frente dicha micotoxina. La masa de alginato de calcio introducido en las 
muestras varia de 0.001 g a 1.5 g correspondiendo estos valores a 2 perlas y 3000 perlas 
respectivamente. El lote de perlas de alginato de calcio utilizado para esta 
experimentación corresponde a perlas del 3.2% de alginato de calcio, siendo la cantidad 
de alginato de calcio por perla de 0.0005g. 
 
El volumen utilizado en los experimentos para poder determinar la capacidad de 
adsorción fue de 100 mL. Las concentraciones iniciales de zearalenona utilizadas varían 
entre 69 y 24 ng/mL, aplicando en cada caso el factor de dilución correspondiente para 
poder llevar a cabo el análisis. 
 
Tabla 6.6: Resultados para máxima densidad óptica 
 
Máxima 
D.O. (%) 
masa de alginato 
de calcio (g) 
[ZEA] inicial 
(ng/mL) 
[ZEA]equilibrio 
(ng/mL) 
q (µg/g) 
12.151 1.5 23.930 17.467 0.431 
12.315 1 23.930 17.631 0.630 
11.494 0.5 23.930 19.323 1.126 
10.730 0.01 19.873 27.752 5.500 
5.630 0.004 28.156 33.752 10.110 
2.350 0.1 47.303 33.650 13.653 
1.000 0.002 38.629 38.330 14.990 
2.580 0.0005 69.052 68.925 25.36 
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Los resultados obtenidos para la máxima D.O. y la capacidad de adsorción se 
han mostrado en la tabla 6.6: 
 
El conocimiento de la concentración inicial en el momento de la preparación de 
las muestras correspondientes nos hizo posible calcular el error relativo realizado 
durante la aplicación del método analítico siendo este de 3.86%. 
 
En la gráfica 6.19 se muestra la representación de la capacidad de adsorción 
frente la concentración en equilibrio. La máxima capacidad de adsorción obtenida para 
las condiciones experimentales indicadas fue de 0.025 mg ZEA/g de alginato de calcio. 
La tendencia nos muestra que a dichas condiciones experimentales aún no se ha 
alcanzado la máxima capacidad de adsorción para la zearalenona. 
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Figura 6.19: Isoterma ZEA 
 
6.6.2 Fumonisina 
 
El kit EIA para la determinación de la fumonisina contiene una microplaca de 12 
tiras, cada una con 8 pocillos. Cada una de los pocillos está revestido de anticuerpos de 
conejo IgG. Anticuerpos específicos (anti-fumonisina), enzima etiquetado fumonisina 
(enzimas conjugados), patrones de fumonisina o muestras se adicionan a las celdas 
cubiertas con el anticuerpo de conejo seguido de una etapa de incubación. 
 
Preparación de la muestra: 
 
Cereales: 
 
 50 – 100 g de muestra se pulveriza 
 3 g de muestra pulverizada se tratan con 9 ml de metanol al 80% 
 Mezclar a temperatura ambiente durante 15 minutos 
 Centrifugar o filtrar 
 Tomar una alícuota de 50 µL del líquido sobrenadante después de la 
centrifugación o bien 50 µL del filtrado después de la filtración. Diluir dicha 
cantidad de muestra con 150 µL de dilución tampón para obtener una solución 
que contenga el 20% de metanol 
 Una alícuota de 50 µL se utiliza para el test EIA 
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Muestras puras: 
 
 Las muestras se diluyen 1:10 con disolución tampón 
 Se utilizan 50 µL de esta disolución para realizar el test EIA 
 
Protocolo de lavado 
 
1. Vaciar el contenido de cada celda girando la microplaca y aplicando 
seguidamente un fuerte movimiento vertical 
2. Llenar todas las celdas (300L) con la solución de lavado 
3. Este ciclo de lavado (1 i 2) se repite 3 veces 
4. Girar la placa y realizar un movimiento vertical para eliminar el líquido 
sobrante. 
5. Meter la placa invertida sobre un papel adsorbente y presionar la placa 
firmemente para poder eliminar el agua residual 
6. Tener cuidado de que las celdas estén bien secas para introducir el próximo 
reactivo 
 
Protocolo de análisis 
 
1. Preparar las muestras y los reactivos según las instrucciones 
2. Pipetear 100 L de la solución tampón por duplicado ( A1; A2) 
3. Pipetear 50 L de la solución tampón (Standard 0, celda B1;B2) 
4. Pipetear 50 L de cada solución Standard por duplicado (celda C1; C2 hasta H1; 
H2) (0.125; 0.25; 0.5; 1.0; 5.0; 10 ng/mL) 
5. Pipetear 50 L de cada solución de muestra por duplicado en les celdas restantes 
6. Adicionar 25 L del conjugado (FUM-HRPO) en las celdas. EXCEPTO las 
celdas A1 y A2 
7. Adicionar 25 L de la solución de anticuerpos a las celdas exceptuando las 
celdas A1 i A2 
8. Sellar la placa y agitar durante 1 minuto 
9. Incubar en la oscuridad durante 1 h a 37ºC 
10. Vaciar la solución de la placa y lavar 3 veces con la solución de lavado 
11. Pipetear 100 L de la solución substrato en cada celda 
12. Incubar 30 minutos a temperatura ambiente (20-25 ºC) en la oscuridad 
13. Adicionar 100 L de la solución de parada en cada celda 
14. Leer la densidad óptica (O.D.) inmediatamente a 450 nm 
 
Resultados análisis Fumonisina mediante KIT ELISA 
 
Curva de calibración: 
 
Se prepararon 7 patrones para la determinación de la curva de calibración de la 
micotoxina fumonisina siguiendo las instrucciones indicadas en el apartado anterior y se 
determino la máxima densidad óptica (O.D) a partir de la ecuación 6.2. Los resultados 
obtenidos se indican en la siguiente tabla: 
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Tabla 6.7: Valores de máxima densidad óptica 
 
Concentración (ng/mL) Máxima O.D. 
0 100.000 
0.125 55.767 
0.25 37.738 
0.5 24.412 
1 13.998 
2 8.623 
4 4.255 
 
Los resultados obtenidos se representan en la figura 6.20. Los valores de 
máxima adsorbancia son representados en el eje-Y frente a los valores logarítmicos de 
la concentración de zearalenona (ng/mL) en el eje-X. La curva de calibración obtenida 
es virtualmente lineal en el rango 0.13-4 ng/mL, siendo la ecuación de la recta obtenida:  
 
                                 Y = -14.646 ln (X) + 19.056 (ecuación 6.2) 
(R
2
 = 0.9373) 
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Figura 6.20: Gráfica de máxima adsorbancia de fumonisina 
 
Las muestras de fumonisina se prepararon a partir fumonisina patrón de 5 mg/L 
que fue suministrada por Biopharm. Mediante la ecuación 6.2 se calcularon las 
concentraciones de fumonisina en las muestras a las cuales habíamos añadido diferentes 
cantidades de alginato de calcio con la finalidad de conocer la capacidad de adsorción 
que presenta este adsorbente frente dicha micotoxina. La masa de alginato de calcio 
introducido en las muestras varía de 0.05 g a 1.5 g correspondiendo estos valores a 100 
perlas y 3000 perlas respectivamente. El lote de perlas de alginato de calcio utilizado 
para esta experimentación corresponde a perlas del 3.2% de alginato de calcio, siendo la 
cantidad de alginato de calcio por perla de 0.0005g. 
 
El volumen utilizado en los experimentos para poder determinar la capacidad de 
adsorción fue de 100 mL, siendo la concentración inicial de fumonisina en las muestras 
de 4000 ng/L y el factor de dilución aplicado para poder llevar a cabo el análisis de 
1000.  
 
Los resultados obtenidos para la máxima D.O. y la capacidad de adsorción se 
muestran en la tabla 6.8: 
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Tabla6.8: Resultados para máxima densidad óptica 
 
Máxima 
D.O. (%) 
masa de alginato 
de calcio (g) 
[Fumonisina] 
inicial 
(ng/mL) 
[Fumonisna]equilibrio 
(μg/L) 
q (mg/g) 
57.895 1.5 3011.1 1.910 2.202 
52.408 1 3011.1 0.394 2.093 
62.931 0.5 3011.1 0.088 1.169 
54.647 0.25 3011.1 0.120 0.5 
32.699 0.125 3011.1 0.102 0.29 
8.511 0.05 3011.1 0.070 0.075 
 
El conocimiento de la concentración inicial en el momento de la preparación de 
las muestras correspondientes nos hizo posible calcular el error relativo realizado 
durante la aplicación del método analítico siendo este de 2.24%. 
 
En la gráfica siguiente (figura 6.21) se muestra la representación de la capacidad 
de adsorción frente la concentración en equilibrio. La máxima capacidad de adsorción 
obtenida para las condiciones experimentales indicadas fue de 2.2 mg fumonisina/g de 
alginato de calcio.  
 
Como podemos observar en la gráfica en esta ocasión si que ha sido posible la 
determinación de la máxima capacidad de adsorción de la fumonisina en el alginato de 
calcio, los valores de capacidad de adsorción tienden a alinearse a partir de una 
concentración en equilibrio de 0.5 µg/L. 
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Figura 6.21: Isoterma fumonisina 
 
Los valores encontrados en la bibliografía para la reducción de fumonisina 
utilizando diferentes métodos físicos nos dan unos valores de reducción inferiores al 
encontrado al aplicar el alginato de calcio como adsorbente. El valor máximo de 
reducción en el caso de adición de adsorbentes es para la colestiramina indicándose una 
reducción del 85 % de fumonisina. En la tabla 6.9 se muestran los porcentajes de 
reducción obtenidos para las diferentes cantidades de adsorbente utilizado, como puede 
observarse el porcentaje de recuperación supera en gran medida los valores dados hasta 
el momento para la reducción de la fumonisina utilizando otros adsorbentes. Sólo en el 
 _____________________________________  PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
121 
 
primer caso en el que se utilizan 100 perlas el valor obtenido se desvía del porcentaje 
medio obtenido con las otras cantidades de adsorbente, observándose que entre 250 y 
3000 perlas la media es del 94.97% de reducción de la micotoxina. 
 
Tabla 6.9: Porcentaje de reducción obtenido respecto la masa de adsorbente utilizado 
 
Nº de perlas masa de adsorbente (g) Reducción (%) 
100 0.05 36.57 
250 0.125 86.92 
500 0.250 97.08 
1000 0.5 96.59 
2000 1.0 96.59 
3000 1.5 97.66 
 
 
 
Figura 6.22: Muestra de fumonisina en lector Elisa 
 
6.7 MODELIZACIÓN DE ISOTERMAS DE ADSORCIÓN 
 
En el siguiente apartado se muestran los diferentes equilibrios de adsorción entre 
las micotoxinas y las perlas de alginato mediante las isotermas de adsorción realizadas a 
una concentración conocida de 3,2% de alginato.  
 
La metodología seguida en este estudio consiste en la preparación de diferentes 
tipos de muestras de alimentos con diferente cantidad de perlas de alginato.  
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Eq. Freundlich   Eq. Langmuir 
 
              (1) 
 
 
Donde: 
 
KF y n: constantes de Freundlich (mg
1-1/n
·g
-1
·L
1/n
 y adimensional, respectivamente) 
 
qm: máxima capacidad de adsorción (mg·g
-1
) 
 
KL: coeficiente de Langmuir (L·mg
-1
) 
 
Se ha de tener en cuenta el término MRS, que se define como: 
 
  (2) 
 
A continuación, se muestran los resultados de los parámetros y constantes que se 
han obtenido de a partir de las ecuaciones de Langmuir y Freundlich: 
 
Tabla 6.10: Parámetros de las ecuaciones de Langmuir y Freundlich 
 
 Modelo Langmuir Modelo Freundlich 
 qm KL 
MRS 
KF n 
MRS 
 [mg·g
-1
] [L·mg
-1
] [mg
1-1/n
·g
-1
·L
1/n
] [adimen.] 
Alimento animal 1024,621 0,460 36,507 345,531 2,353 4,763 
Harina fritura 91988,087 0,009 212,857 749,229 0,285 33,398 
Harina comercial 81525,022 0,026 202,449 5151,324 0,489 149,817 
Cereal 1 66974,808 0,017 69,106 2166,435 0,576 18,308 
Cereal 2 302,947 0,667 17,509 116,793 2,135 13,380 
 
 En la tabla 6.11 se muestra el porcentaje de eliminación de DON en función de 
la masa de alginato de calcio utilizado: 
 
Tabla 6.11: Porcentaje de eliminación de DON 
 
 
Co (inicial) Cf (final) 
% Reducció 
Masa de 
 
[μg] [μg] alginato [g] 
Alimento animal 9,881 0,626 93,659 1,416 
Harina fritura 1,351 0,885 34,470 1,062 
Harina comercial 2,716 0,242 91,095 1,062 
Cereal 1 0,651 0,124 80,947 3,540 
Cereal 2 4,745 0,308 93,493 7,080 
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6.7.1 Isoterma para alimento de animales 
 
 
 
Figura 6.23: Gráfico de Freundlich-Langmuir para comida de perro 
 
Según los datos experimentales la isoterma de Freundlich tiene una mayor 
afinidad que no con la isoterma de Langmuir. Esto indica que la superficie de las perlas 
de alginato es heterogénea. En esta muestra de comida de perro las curvas de Freundlich 
y Langmuir son favorables por consiguiente es un modelo apto para este tipo de 
adsorción. 
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6.7.2 Isoterma para harina de fritura 
 
 
 
Figura 6.24: Gráfico de Freundlich-Langmuir para harina de fritura 
 
Mediante el modelo de Langmuir se obtiene una recta, lo que significa que la 
cantidad adsorbida es proporcional a la concentración de micotoxina que hay en la 
muestra de harina para fritura. Para el modelo de Freundlich obtenemos una isoterma  
de tipo irreversible. Esto indicaria que a medida que la concentración aumenta la 
capacidad de adsorción sigue siendo la misma. En este caso podemos observar que  la 
mediana de los cuadrados residuales nos da un error muy elevado, no siendo correcta la 
consideración de dicha posibilidad. 
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6.7.3 Isoterma para harina comercial 
 
 
 
Figura 6.25: Gráfico de Freundlich-Langmuir para harina comercial 
 
Mediante el modelo de Langmuir se obtiene una recta, lo que significa que la 
cantidad adsorbida es proporcional a la concentración de micotoxina que hay en la 
muestra de harina comercial. En cambio, para el modelo de Freundlich obtenemos una 
isoterma desfavorable, lo que significa que se adsorben bajas cantidades de micotoxina. 
En ambos casos el error calculado es muy elevado, siendo necesaria la repetición de las 
experimentaciones para el caso de la harina comercial.  
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6.7.4 Isoterma para cereal 1 
 
 
 
Figura 6.26: Gráfico de Freundlich-Langmuir para cereal 1 
 
Los puntos experimentales muestran un mayor ajuste con el modelo dado por la 
isoterma de Freundlich, obteniéndose la forma correspondiente a una isoterma 
desfavorable, indicando que la afinidad del adsorbente por las micotoxinas es baja. A 
pesar de esta tendencia desfavorable los resultados experimentales nos muestran que 
para una concentración  inicial de 0.652 µg/ml el porcentaje de reducción de la 
micotoxina en la disolución es del 81%. 
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6.7.5 Isoterma para cereal 2 
 
 
 
Figura 6.27: Gráfico de Freundlich-Langmuir para cereal 2 
 
En este gráfico se observa la adsorción experimental conjuntamente con las 
isotermas calculadas a partir de los modelos matemáticos de Langmuir y Freundlich. 
Según los datos experimentales la isoterma se ajusta mejor al modelo de Freundlich que 
no con la isoterma del modelo de Langmuir. Esto indica que la adsorción sobre la 
superficie de las perlas de alginato es heterogénea. 
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7 CONCLUSIONES 
 
Teniendo en cuenta las premisas siguientes: 
 
- Se ha realizado el análisis de tres micotoxinas (deoxinivalenol, zearalenona y 
fumonisina) mediante las técnicas de HPLC e inmunoanálisis.  
 
- Se ha aplicado el método de adsorción con la finalidad de eliminar las 
micotoxinas presentes en los alimentos. 
 
- El adsorbente elegido para nuestro estudio ha sido el alginato de calcio. Para el 
estudio de la eliminación de zearalenona se ha partido de muestras puras de 
micotoxinas y de cereal contaminado con la micotoxina del cual se conocía la 
concentración de micotoxina contenida en el cereal. 
 
- En el estudio de la eliminación de la micotoxina deoxinivalenol se ha partido de 
un cereal del cual conocíamos la concentración inicial y de diferentes muestras 
comerciales en las cuales hemos podido observar la presencia de DON. 
 
- La eliminación de la micotoxina fumonisina se realizo a partir de una muestra 
pura de la micotoxina. 
 
Las conclusiones a las que podemos llegar son: 
 
- Los resultados experimentales nos muestran la presencia de la micotoxina DON 
en la totalidad de las muestras analizadas, siendo la concentración más elevada 
la correspondiente a la alimentación de origen animal (79.04 µg DON/g 
alimento), seguida de la muestra de cereal contaminado (41,57 µg DON/g 
cereal), harina comercial (21.77 µg DON/g harina), harina para fritura (10.8 µg 
DON/g harina) y cereal comercial (7.73 µg DON/g cereal). 
 
- La aplicación del método de adsorción utilizando alginato de calcio como 
adsorbente nos da mejores resultados en comparación con las técnicas utilizadas 
hasta el momento para la eliminación de micotoxinas. 
 
- Los ensayos realizados a partir de las muestras con ZEA pura nos muestran que 
partiendo de una concentración inicial de 25 µg/mL la capacidad de adsorción 
determinada fue de 0.6 mg/g no habiéndose alcanzado mediante las condiciones 
experimentales a la que fueron realizados los experimentos la máxima capacidad 
de adsorción. Este valor obtenido es superior a la capacidad de adsorción 
determinada para la montmorrillonita, siendo esta la arcilla más utilizada 
actualmente para la eliminación de micotoxinas en la alimentación para 
animales.  
 
- En la aplicación de la adsorción con alginato de calcio para la micotoxina DON 
los mejores resultados fueron obtenidos en las muestras con alto contenido en 
micotoxina, siendo la máxima capacidad de adsorción  determinada para la 
muestra de alimentación animal de 0.843 mg/g, consiguiéndose un 94 % de 
eliminación de la micotoxina. Este resultado es superior al mostrado por los 
otros métodos actualmente practicados. Solamente en el caso de la aplicación del 
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descascarado del maíz se obtiene entre el 40 y el 100% de la reducción de la 
micotoxina. 
 
- Se obtuvo un 98% de eliminación de fumonisina. Actualmente la reducción de 
fumonisina en alimentos utilizando el método de adsorción es del 85%, este 
porcentaje se obtiene utilizando el adsorbente colestiramina. La colestiramina es 
una resina polimérica de intercambio aniónico con capacidad para fijar diferente 
tipos de sustancias entre ellas los ácidos biliares. La principal aplicación de la 
colestiramina es el tratamiento de la hipercolesterolemia. En la utilización de 
este adsorbente predominan los efectos adversos digestivos debido a que la 
colestiramina no se adsorbe. 
 
- La modelización de los resultados experimentales mediante las ecuaciones de 
Langmuir y Freundlich muestran que el modelo que mejor se ajusta con los 
datos experimentales es el modelo de Freundlich, mostrándose una baja afinidad 
entre el adsorbente y las micotoxinas, solo en el caso de la muestra de cereal 
contaminado y el alimento para animales hemos podido observar la obtención de 
isotermas favorables. Para la  muestra de cereal comercial fue obtenida una 
isoterma desfavorable, una isoterma lineal para el caso de la harina comercial y 
una de tipo irreversible para la muestra de harina utilizada para fritura. 
 
- La interacción entre las micotoxinas y el alginato de calcio se ha establecido en 
base a los numerosos grupos hidroxilo presentes en el alginato y a los grupos 
carbonilo presentes en el adsorbato, estableciéndose enlaces por puente de 
hidrógeno entre ellos. 
 
- El conjunto de todos los resultados experimentales obtenidos podemos afirmar 
que el alginato de calcio se presenta como un buen adsorbente para la 
eliminación de micotoxinas en los diferentes tipos de alimentos. El alginato de 
calcio puede ser una alternativa al uso de las arcillas en la alimentación para 
animales.  
 
- Para poder llegar a una propuesta real será necesaria la aplicación de dicho 
método a un número mayor de muestras. 
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8  PRESUPUESTO 
 
El presupuesto se ha estimado en base al material necesario, los reactivos, la 
maquinaria utilizada en el laboratorio y el presupuesto personal correspondientes a las 
horas trabajadas en el laboratorio para conseguir llevar a cabo este proyecto. 
 
8.1 PRESUPUESTO DEL MATERIAL  
 
Material y productos químicos Volumen /masa Cantidad 
Precio 
unitario 
Precio total 
Botellas de vidrio 
30 ml 30 4,35 130,5 
60 ml 15 7,19 107,85 
150 ml 6 15,32 91,92 
Matraz aforado 
25 ml 6 8,73 52,38 
100 ml 14 22,65 317,1 
500 ml 1 49,02 49,02 
1000 ml 1 78,21 78,21 
2000 ml 1 153,21 153,21 
Pipeta y micropipeta 
100 μl 1 131,69 131,69 
1 ml 1 142,57 142,57 
5 ml 1 156,98 156,98 
Puntas pipeta 
100 μl 1 bolsa 3,68 3,68 
1 ml 1 bolsa 5,15 5,15 
5 ml 1 bolsa 6,32 6,32 
Vaso de precipitado 
50 ml 13 1,83 23,79 
100 ml 2 2,74 5,48 
250 ml 1 4,02 4,02 
500 ml 4 5,46 21,84 
1000 ml 1 8,67 8,67 
2000 ml 1 14,97 14,97 
Cuentagotas  2 0,18 0,36 
Bote de plástico 250 ml 10 0,84 8,4 
Colador  2 1,53 3,06 
Espátula   4 1,72 6,88 
Guantes de látex   2 cajas 11,49 11,49 
Parafilm (100 mm x 38 m)   1 33,68 33,68 
Cronómetro   1 15,36 15,36 
Gafas de seguridad   2 12,25 24,5 
Varilla imantada   1 17,36 17,36 
Mosca   7 0,5 3,5 
Rotulador cristalográfico   2 2,65 5,3 
Libreta laboratorio   1 1,5 1,5 
Boligrafo   2 0,3 0,6 
Alginato de sodio 250 g 1 31,5 31,5 
Agua HPLC 2500 ml 3 8 24 
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Material y productos químicos Volumen /masa Cantidad 
Precio 
unitario 
Precio total 
Metanol HPLC 2500 ml 3 13,5 40,5 
Acetonitrilo HPLC 2500 ml 1 131,25 131,25 
Nitrato de calcio 500 g 1 12,95 12,95 
PBS 1000 ml 1 63 63 
KIT ELISA 
Zearalenona 1 588,12 588,12 
Fumonisina 1 588,12 588,12 
Columnas de inmunoafinidad 
Zearalenona 1 caja 300 300 
Deoxinivalenol 5 cajas 250 1250 
Micotoxina pura 
Fumonisina 12 mg 1754 1754 
Deoxinivalenol 10 mg 402 402 
Zearalenona 15 mg 240,5 240,5 
Micotoxina cereal 
Fumonisina 200 g 280 280 
Deoxinivalenol 200 g 280 280 
Zearalenona 200 g 280 280 
Adaptadores columnas   10 7 70 
Jeringas 
2 ml 20 0,3 6 
5 ml 30 0,6 18 
10 ml 15 0,9 13,5 
Total:       8010,78 € 
 
8.2 PRESUPUESTO DE LA MAQUINARIA 
 
En este apartado se incluye toda la maquinaria para realizar este proyecto, pero no 
se ha tenido en cuenta a la hora de dar un coste total del proyecto, ya que dicha 
maquinaria no es exclusiva para este trabajo sino que se utiliza para diversas funciones a 
lo largo de su vida útil. 
 
Aparato Modelo Suministrador 
Agitadores 
Multimix D MM91 Ovan 
Rotabit JP Selecta 
Balanzas 
D-6200 COBOS 
BX-320H COBOS 
AJ100 Mettler 
pHmetros 
micropH2000 Crison 
GLP 21 Crison 
Bomba peristática 323 Watson Marlow 
HPLC   Agilent technologies 
Rotavapor   Nahita 
Contador de perlas   Rsonline 
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Figura 8.1: Agitadores 
 
 
 
Figura 8.2: Balanzas 
 
8.3 PRESUPUESTO PERSONAL 
 
En el presupuesto personal se ha tenido en cuenta las horas de trabajo dedicadas 
en el laboratorio para realizar el proyecto. 
 
A continuación se muestra un calendario de días y horas trabajadas de cada mes, 
del intervalo de tiempo desde cuando se empezó el proyecto hasta su finalización. 
 
El total de horas trabajadas es de 495. Se ha establecido una tarifa aproximada de 
20€ la hora por persona con un gasto de: 
 
495 horas * 20 €/hora * 2 personas = 19800 € 
 138 
 
Dia 
Tiempo dedicado (horas) 
Abril Mayo Junio Julio Octubre Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo Abril Mayo 
1 4   3 3 3               
2 3   3 3 3 3 3           
3 3   3 3   2 3           
4     3     3 3   3     3 
5   3 3   3 3     3       
6   3   3                 
7 4 3   3 3   12         3 
8 4   3 3 3       2       
9 3   3 3   3       3     
10 3   3 3   3 3   3 3   3 
11     3     3 3 3   3   3 
12   6 3     3     2 2 3   
13 3     3             3 3 
14 3 3   3 3     3     3   
15 3 3 3 3 3   3         6 
16 3   3 3   3 3   4       
17     3 3     3     3 6   
18     3     3 3 3         
19   4 3   3 3   3 2 2 3   
20 6 3   3 3     3     3   
21 3 3   3 4           3   
22 3 3     3             6 
23 3     3   3             
24       3   3       2 6   
25   3       3   3   2   3 
26   3     3 4   3 2 2 2 3 
27 4 3   3 3 2   3         
28 3 4   3             2 3 
29 3   3 3 3     3   2 2   
30     3 3                 
31                         
Horas por mes 61 47 51 63 43 47 39 27 21 24 36 36 
Total horas 495 
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8.4 PRESUPUESTO GLOBAL 
 
Haciendo una estimación y sin tener en cuenta el precio de los aparatos utilizados, 
el proyecto cuenta con un presupuesto global de 27810.78 €. 
 
Concepto Subtotal 
Material 8010,78 € 
Personal 19800 € 
  
Total: 27810,78 € 
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9 AMBIENTALIZACIÓN 
 
Este proyecto sigue la normativa ISO 14001. Es una norma aceptada 
internacionalmente que establece cómo implantar un sistema de gestión medioambiental 
(SGM) eficaz. La norma se ha concebido para gestionar el delicado equilibrio entre el 
mantenimiento de la rentabilidad y la reducción del impacto medioambiental. Lo que 
contiene ISO 14001: 
 
- Requisitos generales  
- Política medioambiental  
- Planificación de implantación y funcionamiento  
- Comprobación y medidas correctivas  
- Revisión de gestión 
 
Ello significa que puede identificar aspectos del negocio que tienen un impacto 
en el medio ambiente y comprender las leyes medioambientales que son significativas 
para esa situación.  
 
Realizar un estudio sobre el impacto ambiental de un proyecto permite conocer 
la incidencia que tiene éste sobre el entorno, de esta forma poder adoptar medidas para 
evitar o corregir los impactos que podrían ocasionar su ejecución y funcionamiento. 
 
Actualmente las arcillas son el adsorbente más utilizado para la adsorción de las 
micotoxinas. En este proyecto se ha propuesto la utilización del alginato de calcio como 
parte de un conjunto de las soluciones que podrían mejorar la alimentación animal, ya 
que es un biopolímero natural que es biodegradable y no causa efectos perjudiciales 
para el medio ambiente. Además es biocompatible con el organismo lo que evitaría los 
problemas de digestión presentados por las arcillas y tiene en consideración la 
problemática medioambiental. La UPC de Vilanova i la Geltrú sigue una política 
medioambiental, por lo tanto siempre tiene el concepto de mejora continua. 
 
En el momento en que los productos que se utilizan para realizar los ensayos y 
estudios en el laboratorio  dejan de ser útiles o ya han realizado su función, se 
convierten en residuos.  
 
De todos los reactivos y productos utilizados en este proyecto merecen especial 
atención las micotoxinas por ser tóxicas. Una vez finalizado cada uno de los ensayos 
con las micotoxinas estas fueron reservadas en un recipiente aparte de los otros 
productos utilizados.  
 
Los residuos obtenidos en la realización de este proyecto son de carácter 
orgánico. Por lo tanto se contrata a una empresa externa para que venga a recoge dichos 
residuos. En este caso se trata de la empresa: Gestión de residuos especiales de 
Cataluña, S.A. (GRECAT), del municipio de Constantí en la comarca del Tarragonés. 
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